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INTRODUCTION
Les années 2000 ont vu l’explosion du nombre de travaux reliant la physique des plasmas de
décharge aux applications médicales et biologiques, et en particulier à la problématique de la décon-
tamination bactérienne. Cet état de fait est essentiellement dû à deux causes : le besoin exprimé par
les autorités sanitaires de pallier aux carences des moyens actuels de stérilisation (inadaptation de
l’autoclave aux matériaux thermo-sensibles, toxicité des gaz alkylants,. . .) et l’émergence à matu-
rité de techniques de génération de plasmas froids (au sens commun, c’est-à-dire fonctionnant à des
températures proches de la température ambiante), à pression réduite ou à pression atmosphérique.
Dès 2004, notre groupe démontrait le pouvoir antibactérien d’une post-décharge micro-ondes
en flux fonctionnant à basse pression dans le mélange azote-oxygène, avec les travaux de Sandrine
Villeger. En 2007, la thèse de Sarah Cousty mettait en évidence « Un nouvel agent anti-microbien :
les atomes d’azote produits par plasma ».
Ces travaux, tout comme l’immense majorité des recherches publiées dans la littérature, se bor-
naient à démontrer la capacité des dispositifs plasma étudiés à réduire la viabilité d’une charge ini-
tiale de micro-organismes. Peu d’information était généralement apportée quant aux espèces plasma
responsables de cette réduction, encore moins concernant les mécanismes bio-physico-chimiques
mis en jeu.
Cet état de fait (qui n’est surtout pas un reproche !) traduit simplement la grande difficulté de la
tâche, liée à la complexité des deux milieux en interaction : le plasma, état de la matière chimique-
ment très riche et très réactif, et un milieu vivant encore plus riche et réactif. Il est tout autant lié à
la nécessité de création d’équipes fortement interdisciplinaires et à la « digestion » pour chacun de
notions non familières, étrangères à son domaine initial de compétences.
L’ambition de mon travail s’inscrit dans ce contexte. Il a pour but de confirmer les propriétés an-
tibactériennes d’une espèce chimique particulière : les atomes d’azote mais aussi de caractériser les
modes d’interaction entre ces atomes et le vivant, l’objectif étant d’en déduire un possible scénario
d’inactivation.
L’étude présentée dans ce mémoire intègre deux dispositifs plasma (une post-décharge à pression
réduite et un jet de décharge couronne à pression atmosphérique, qui seront décrits dans le chapitre
suivant), tous deux capables de fonctionner sous atmosphère d’azote. Volontairement découplée de
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l’aspect applicatif, nous avons opté pour un modèle bactérien « simple », c’est-à-dire facile à cultiver
et scientifiquement bien connu et maîtrisé : la bactérie Escherichia coli.
L’étude a été réalisée avec deux partenaires scientifiques toulousains : le laboratoire universi-
taire de la Faculté de Chirurgie Dentaire de Toulouse, et l’Institut des Maladies Métaboliques et
Cardiovasculaires (I2MC, unité INSERM 1048). Cette collaboration a permis d’établir une métho-
dologie basée sur des protocoles opératoires communs aux deux types de décharges étudiées pour
les analyses microbiologiques et biochimiques.
Le présent manuscrit est organisé en quatre chapitres :
Le chapitre I présente quelques généralités, concepts de base et précise le cadre de la thèse. Il
permettra aux non plasmiciens de se familiariser (du moins nous l’espérons) avec quelques notions
simples, essentielles à la compréhension du manuscrit. Un état de l’art concernant l’inactivation
bactérienne par post-décharges en flux est fourni. Les principales espèces générées par les post-
décharges y sont précisées avec leurs principales voies cinétiques de création et de destruction.
Enfin, quelques notions sommaires sur les bactéries sont indiquées.
Le second chapitre a pour objet la caractérisation physique des deux décharges étudiées. Les
dispositifs expérimentaux utilisés y sont décrits ainsi que les moyens de diagnostic mis en œuvre.
Pour la post-décharge en flux, il est montré comment accéder à la concentration absolue en atomes
d’azote et comment cette dernière peut être optimisée en fonction des paramètres opératoires dans
l’azote pur et dans les mélanges argon/azote. Le jet de décharge couronne est caractérisé électri-
quement et spectralement dans l’air ambiant et sous atmosphère contrôlée d’azote. Il est également
montré que la température des deux décharges est compatible avec l’étude proposée.
Le chapitre trois est dédié à l’étude de l’interaction des espèces produites en phase plasma avec
la bactérie Escherichia coli. Le degré d’interaction est quantifié à travers trois méthodes : les tests de
repousse, MTT et DAPI. Après avoir défini les différents protocoles opératoires mis en œuvre, les
principaux facteurs favorisant ou limitant l’interaction sont identifiés. Cette dernière est corrélée à la
présence de différentes espèces chimiques, permettant de préciser leur implication dans le processus
d’inactivation. Enfin, une analyse de la viabilité bactérienne est proposée.
Enfin, le chapitre quatre présente une étude des modifications morphologiques induites par l’ex-
position plasma. Couplée à une étude spécifique de l’interaction avec le lipide A, composant mem-
branaire des bactéries à Gram -, ces résultats doivent nous permettre de proposer un scénario d’in-
activation plausible pour chacune des décharges étudiées et de préciser le caractère spécifique ou
aspécifique de l’interaction avec les atomes d’azote.
IGÉNÉRALITÉS, CONCEPTS DE BASE ET
CADRE DE LA THÈSE
L’OBJECTIF de ce chapitre est de placer notre travail dans son contexte et d’introduire différentesnotions utiles pour la suite de l’étude. Une présentation rapide est faite sur la matière, les
décharges dans les gaz, les post-décharges et leurs applications vers le vivant. Les différentes espèces
chimiques produites dans les décharges et post décharges d’azote sont présentées. Enfin, les travaux
et les principaux résultats antérieurs obtenus au sein du groupe dans le domaine de l’interaction
plasma / vivant sont évoqués.
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I.1 DÉFINITIONS ET CLASSIFICATION DES PLASMAS
La matière est classiquement ordonnée en trois états (solide, liquide, gazeux) selon l’intensité
des énergies de liaison des particules qui la composent. L’état plasma (souvent appelé quatrième
état de la matière) est obtenu lorsque l’énergie cinétique moyenne des particules Ec est supérieure à
l’énergie d’ionisation du gaz Ei ou par collision avec des particules d’énergie supérieure à l’énergie
d’ionisation.
Le plasma est donc un milieu ionisé composé d’un mélange de particules neutres n0, de parti-
cules chargées ni et d’électrons ne. Il possède les mêmes propriétés mécaniques que le gaz neutre
mais, bien qu’électriquement neutre à l’échelle macroscopique (ni = ne), ses propriétés électro-
magnétiques (conductivité électrique, indice de réfraction) sont différents par suite de la présence
d’électrons libres en son sein.
Il est possible de classer les plasmas en fonction de leur degré d’ionisation α = ne/(ni + n0)
dont la valeur varie en pratique depuis des valeurs très faibles, de l’ordre de 10−10, jusqu’à 1. Les
plasmas dits "chauds" correspondent à des degrés d’ionisation importants (α > 0.1). Ils constituent
la majeure partie de la matière de l’univers (étoiles, nuages interstellaires) ou peuvent être générés
par fusion de deutérium et de tritium par confinement magnétique dans les tokamaks. Notre étude
concerne les plasmas dits "faiblement ionisés", facilement créées en laboratoire et pour lesquels α
est typiquement compris entre 10−7 et 10−4.
Au sein des plasmas faiblement ionisés, on distingue généralement deux types de plasmas : les
plasmas thermiques et les plasmas (ou décharges) hors équilibre. Dans le premier cas, la totalité
des espèces présentes dans le gaz possède la même température (T), mesure de l’énergie cinétique
moyenne des particules (Ec = 3/2 kB.T , où kB = 1.380662 10−23 J.K−1 est la constante de Boltz-
mann). Cet état, dit d’équilibre thermodynamique, est régi par le principe de micro-réversibilité pour
lequel chaque processus réactionnel se produisant dans la plasma est contrebalancé par le processus
inverse, le taux des deux réactions étant liés par la constante d’équilibre Keq :
A + B
kDirect
−−→←−−
kInverse
C + D avec Keq =
kDirect
kInverse
(RI.1)
A l’inverse, dans les plasmas hors équilibre, plusieurs classes de particules d’énergie cinétique
moyenne différentes coexistent, correspondant chacune à une température. Ce comportement est
souvent lié à leur mode de génération via des électrons germes qui sont accélérés dans un champ
électromagnétique externe et entrent en collision avec les molécules d’un gaz neutre, induisant la
création d’atomes si l’énergie cinétique moyenne des électrons est supérieure à l’énergie de disso-
ciation des molécules et la création de paires électrons-ions si leur énergie est supérieure à l’énergie
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d’ionisation du gaz. Le plasma est alors constitué d’électrons rapides, dont la température est sou-
vent supérieure à plusieurs dizaines de milliers de Kelvin et de particules lourdes (atomes, molécules,
ions) de température beaucoup plus faible, assimilable à la température du gaz.
Les plasmas impliqués dans notre étude sont des décharges hors équilibre générées soit à pres-
sion atmosphérique soit à plus basse pression, et dont la température de gaz reste très voisine de la
température ambiante (de l’ordre de 300 K) de façon à minimiser l’interaction thermique plasma /
vivant.
I.2 MODES DE GÉNÉRATION DES PLASMAS HORS ÉQUILIBRE
Il existe de nombreuses techniques d’injection de l’énergie électro-magnétique dans un gaz per-
mettant d’obtenir des décharges hors équilibre. Elles différent essentiellement par la gamme de pres-
sion accessible, le mode d’alimentation électrique, la présence ou non d’électrodes et la géométrie
des électrodes. Les sources de plasmas non thermiques les plus connues sont :
I.2.1 Décharges couronne
Également appelées décharges corona [8], [9].
FIGURE I.1 – réacteur corona multi pointes - plan de traitement de surface.
Elles sont générées entre deux électrodes fortement dissymétriques dont l’une, portée à la haute
tension, possède un faible rayon de courbure afin d’obtenir un champ électrique important. Les pro-
cessus d’ionisation sont alors initiés dans la région où le champ électrique est le plus intense située
au voisinage de l’électrode à faible rayon de courbure où naissent et commencent à se développer
les avalanches électroniques. Sous certaines conditions, ces avalanches se transforment en streamers
positifs qui se propagent par photo-ionisation de l’anode vers la cathode. Les configurations d’élec-
trodes les plus courantes sont composées d’une anode (mono-pointe, multi-pointe, fil et cylindre)
et d’une cathode (plane ou cylindrique). Les dispositifs corona peuvent fonctionner à la pression
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atmosphérique avec une large gamme d’alimentations électriques (DC, AC, pulsée) ; la distance
inter-électrode est généralement de l’ordre du cm.
I.2.2 Décharges à barrière diélectrique (DBD)
Elle se distinguent des corona par la présence d’un diélectrique sur la surface de l’une ou des
deux électrodes qui peuvent être coplanaires [10], [11], [12].
FIGURE I.2 – réacteur DBD à électrodes coplanaires.
A la pression atmosphérique, coronas et DBD possèdent généralement une structure filamentaire
dans laquelle chaque filament de quelques dizaines de micromètres de diamètre traverse l’espace
inter-électrodes en quelques dizaines de nanosecondes, ce qui leur confère une forte inhomogénéité
spatiale et temporelle. Le diélectrique permet d’éviter le passage à un régime d’arc et assure un
fonctionnement transitoire de la décharge. L’alimentation électrique des DBD est nécessairement
alternative ou pulsée pour permettre l’évacuation des charges accumulées sur les diélectriques à
chaque arrivée de décharge.
I.2.3 Plasmas radiofréquence (RF)
Ce sont des dispositifs dans lesquels les électrons ne se déplacent pas d’une anode vers une
cathode mais oscillent selon les variations rapides d’un champ électro-magnétique émis par une
alimentation électrique sinusoïdale dont la fréquence est de 13,56 MHz (fondamental) ou une de
ses harmoniques (27,12 et 40,68 MHz), couplée à un adaptateur d’impédance [13]. Le couplage
entre le réacteur et l’alimentation électrique peut être de type capacitif lorsque le gaz à ioniser est
situé entre deux électrodes planes ou cylindriques ou inductif lorsque le réacteur est placé dans l’axe
d’un solénoïde. L’adaptation en impédance permet, de son coté, d’optimiser le transfert d’énergie au
milieu ionisé en égalisant les impédances de sortie du générateur et d’entrée du réacteur qui dépend
de la pression, du type de gaz excité ou du type de couplage utilisé.
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FIGURE I.3 – réacteur RF à couplage capacitif.
I.2.4 Plasmas micro-ondes
Lorsque la fréquence de l’onde électromagnétique augmente encore jusqu’à être comprise entre
300 MHz et 10 GHz, on obtient un plasma micro-ondes qui n’utilise plus d’électrodes mais des
systèmes à cavité résonnante, à guide d’onde ou à onde de surface, alimentés par des générateurs
de type magnétron ou surfatron. [14]. Capables de fonctionner à basse pression jusqu’au milli-Torr
(1 atm = 1 bar = 105 Pa = 760 Torr), les plasmas RF et micro-ondes sont beaucoup plus diffus
et homogènes et sont donc principalement utilisés à basse pression dans les procédés de traitement
de surface, de dépôt de couches minces [15] et de gravure [16] ou pour la stérilisation de l’ins-
trumentation médicale réutilisable [2] et [17]. Ces plasmas sont également utilisés à la pression
atmosphérique dans de nombreux domaines dont l’analyse spectroscopique [18] ou la production
d’hydrogène [19].
FIGURE I.4 – plasma micro-ondes généré par surfatron confiné dans un tube à décharge.
Dans le travail présenté ici, nous avons utilisé un générateur micro-ondes de type surfatron fonc-
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tionnant en régime de post-décharge (cf. partie I.4) et un jet corona. Leurs spécifications seront
précisées au chapitre II.
I.3 MOYENS D’INTERACTION ENTRE LES DÉCHARGES DANS LES GAZ ET LE
VIVANT
Le milieu plasma pouvant être vu comme un convertisseur énergétique de l’énergie électrique ou
électromagnétique, ses voies d’interaction avec un milieu vivant sont multiples. Si l’on s’intéresse
en particulier aux mécanismes conduisant à l’inactivation bactérienne par plasmas, les différents
mécanismes potentiellement mis en jeu peuvent être résumés sur la figure I.5 :
FIGURE I.5 – Le plasma : un convertisseur énergétique, inspiré par [1].
1. Les espèces chargées (ions et électrons) peuvent s’accumuler sur les surfaces et générer des
forces électrostatiques suffisantes pour provoquer une lyse des parois membranaires [20]. L’in-
activation peut aussi être causée par l’impact de flux d’ions (gravure physique par bombarde-
ment ionique) sur la surface membranaire [21] ;
2. Les espèces neutres particulières générées par les décharges (atomes et radicaux, ...) sont sus-
ceptibles d’induire une chimie spécifique avec de nombreux bio-composés [22] ou aspécifique
de type gravure chimique [23]. Selon la composition du gaz plasmagène, ces espèces sont ex-
trêmement nombreuses, qu’elles soient générées directement dans la phase plasma (appelés
communément radicaux primaires : atomes, état métastables, espèces type NO ou OH) ou par
interaction entre les radicaux primaires et le gaz environnant le plasma (espèces secondaires
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comme l’ozone O3 ou NO2). Dans l’air, les espèces les plus étudiées pour leurs effets bactéri-
cides sont les ROS (Reactive Oxygen Species) : O, O?2, O3, OH, NO et NO2 ([24], [25], [26],
[27] et [28]) ;
3. Les champs électro-magnétiques intenses [29] ;
4. la température [30]. Son rôle peut être direct si la température de décharge est élevée ou
indirect lorsque l’échauffement est dû au caractère exothermique de certaines réactions chi-
miques, notamment les processus de recombinaison des paires d’atomes ou de recombinaison
électron - ion sur les surfaces ;
5. le rayonnement, en particulier dans la gamme UV-C autour de 250 nm, [31]. Ce type de
rayonnement, produit généralement en grande quantité dans les plasmas, induit des dommages
irréversibles aux brins d’ADN bactériens par dimérisation des bases thymine ([32] et [27]).
Le rayonnement UV peut aussi être à l’origine de dommages sur la paroi cellulaire par érosion
photo-induite ou conduire à un stress oxydatif entraînant la dénaturation de protéines et lipides
nécessaires au bon fonctionnement du métabolisme bactérien [32].
Bien entendu, tous ces effets sont souvent conjugués et quelquefois synergiques au sein des
plasmas, ce qui rajoute à la difficulté de compréhension et d’analyse des mécanismes d’interaction
avec le vivant. Notre thèse fait suite à différents travaux réalisés dans les mélanges N2/O2 (thèse
de Sandrine Villeger), puis dans l’azote seul (thèse de Sarah Cousty). Ces travaux sont résumés
au paragraphe I.5. Dans notre travail, nous avons souhaité nous focaliser sur la production et les
effets biologiques de l’azote atomique. Pour cela, nous avons utilisé une décharge micro-ondes à
pression réduite dans l’azote en régime de post-décharge en flux (cf. paragraphe suivant). Nous
avons également étudié une décharge corona dans l’air atmosphérique et sous atmosphère contrôlée
d’azote. Ce choix doit être considérée comme un complément permettant de mettre en évidence les
différences comportementales des différents plasmas étudiés vis-à-vis de l’interaction avec le vivant.
I.4 PRINCIPE ET INTÉRÊT DES POST DÉCHARGES EN FLUX
La figure I.6 présente la photographie d’une post-décharge spatiale d’azote fonctionnant en flux
continu à pression réduite. Ce dispositif est alimenté en gaz en continu, la partie amont (à droite)
étant connectée à une bouteille d’azote et la partie aval (à gauche) reliée à une pompe assurant
un vide primaire de l’ordre de quelques Torr en régime de fonctionnement. Une description plus
complète du dispositif est fournie au Chapitre II. Schématiquement, l’écoulement de gaz traverse un
générateur micro-ondess de type surfatron au sein d’un tube en quartz. Une fois la décharge amorcée,
l’écoulement forcé entraîne l’ensemble des espèces du plasma vers l’aval dans une zone dite de post-
décharge où elles ne subissent plus l’influence du champ électromagnétique. Compte tenu des durées
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de vies très différentes de ces espèces, ce mode de fonctionnement conduit à séparer spatialement
les zones d’existence des espèces à courte durée de vie (typiquement les espèces chargées qui vont
se neutraliser très rapidement en sortie de décharge) de la zone d’existence des espèces à durée de
vie plus longue (atomes). En ajustant correctement les paramètres opératoires (débit de gaz, pression
de travail), il devient alors possible de transporter ces dernières sur plusieurs dizaines de centimètres
jusqu’à un réacteur de traitement. La distance entre le réacteur et la décharge permet également à la
température du gaz de post décharge de "relaxer", c’est-à-dire de retourner à une valeur très proche
de la température ambiante. Les post-décharges spatiales peuvent donc être considérées comme
génératrices de fortes concentrations d’espèces atomiques réactives à des températures proches de la
température ambiante et exemptes de champ électromagnétique. De par la chimie simplifiée qui s’y
produit (cf partie I.7), elles apparaissent donc bien adaptées à l’étude des mécanismes d’interaction
des espèces atomiques avec le vivant, d’autant plus que la faible pression qui y règne permet des
traitements homogènes dans des volumes de plusieurs litres.
FIGURE I.6 – Photographie du dispositif de post-décharge spatiale d’azote en flux à pression réduite.
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I.5 ÉTAT DE L’ART CONCERNANT L’INACTIVATION BACTÉRIENNE PAR
POST-DÉCHARGES EN FLUX
Les travaux concernant l’inactivation bactérienne par post-décharges en flux ont été initiés au
début des années 2000 par les travaux de Michel Moisan et de son équipe à Montréal [2], [33], [3].
Tout d’abord réalisés dans l’argon et l’oxygène purs, ils ont rapidement évolué vers l’utilisation de
mélanges N2/O2 pour lesquels une décroissance de 6 log de la concentration bactérienne initiale
(assimilée à une stérilisation) pouvait être obtenue en 40 min d’exposition (Figure I.7).
FIGURE I.7 – Courbes d’inactivations obtenues sur des spores Bacillus subtilis à l’aide de post-décharges
N2/O2 (le mélange à 2% de O2 maximise l’émission UV de NOβ entre 250 et 320 nm alors que le mélange à
15% de O2 maximise la production d’oxygène atomique) [2].
Lorsque l’équivalent stérile (−6 log) est obtenu, les courbes d’inactivation présentent générale-
ment 3 pentes distinctes, une portion de courbe à pente lente étant encadrée par 2 portions à pentes
rapides et sensiblement identiques, conduisant Moisan à élaborer un scénario d’inactivation basé sur
les deux mécanismes illustrés sur la Figure I.8 :
1e`re phase : inactivation directe et rapide des couches les plus externes de micro-organismes par
interaction du rayonnement UV produit en post-décharge avec l’ADN bactérien ;
2e`me phase : érosion lente des micro-organismes inactivés au cours de la phase 1 par photodésorp-
tion et/ou gravure chimique par les espèces atomiques de la post-décharge ;
3e`me phase : une fois les couches externes de micro-organismes éliminées, la pénétration UV est à
nouveau possible, conduisant à l’inactivation des couches internes.
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FIGURE I.8 – Illustration schématique des courbes d’inactivation à 3 pentes et des mécanismes proposés pour
leur explication [3].
Au laboratoire LAPLACE de Toulouse, les premiers travaux dans ce domaine sont ceux réalisés
au cours de la thèse de Sandrine Villeger en 2004 [34] qui a confirmé le potentiel antibactérien
des post décharges N2/x%O2 sur des bactéries E. coli. Il a également été démontré que l’efficacité
antibactérienne pouvait être améliorée en augmentant la température de traitement (Figure I.9).
FIGURE I.9 – Courbes d’inactivation obtenues pour E. coli avec une post-décharge N2/5%O2 (Qtot = 1 sl pm,
p = 4.5 Torr, PMW = 100 W) pour des températures de traitement croissantes.
Ces travaux ont ensuite été étendus aux post décharges d’azote pur (sans oxygène) au cours des
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thèses de Sandrine Villeger [34] et de Sarah Cousty [35] (Figure I.10). Toutefois, deux différences
notables entre les traitements par post-décharges N2 et N2/O2 sont à remarquer :
1. à puissance micro-ondess équivalente (PMW = 100 W ), la post décharge d’azote à tempéra-
ture ambiante ne permet pas d’obtenir l’équivalent stérile et à 60 ◦C, la durée d’exposition
nécessaire est plus longue. Ce résultat est certainement à relier avec l’efficacité de gravure de
l’oxygène, supérieure à celle de l’azote [36] ;
2. alors que les courbes d’inactivation obtenues dans les mélanges N2/O2 exhibent plusieurs
pentes, celles obtenues en absence d’oxygène présentent une pente unique, ce qui suggère de
possibles différences dans les modes d’inactivation.
FIGURE I.10 – Courbes d’inactivation obtenues pour E. coli avec une post-décharge d’azote pur (Qtot =
1 sl pm, p = 4 Torr, PMW = 100 W).
L’objectif principal de cette thèse est d’identifier les espèces chimiques responsables de l’inacti-
vation bactérienne dans les post-décharges d’azote et de tenter d’expliciter les mécanismes d’action
sur le vivant des espèces azotées.
I.6 LES ESPÈCES CHIMIQUES DE L’AZOTE ET LEURS ÉTATS D’ÉNERGIE
En plus des électrons, un plasma d’azote est un mélange de particules lourdes (atomes, molécules
et ions) dans différents états d’énergie interne. Pour les atomes, la distribution de ces états est discrète
(discontinue) et correspond aux différentes orbitales atomiques stables dont l’évolution dans l’espace
est régie par une équation aux dérivées partielles, l’équation de Schrödinger.
La collision entre un atome et une autre particule est susceptible d’induire un changement d’éner-
gie cinétique (collision élastique) et/ou un changement d’énergie interne (i.e. un changement d’or-
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bitales) de l’atome. Celui-ci est dit dans son état fondamental lorsque ses différents électrons rem-
plissent l’ensemble des couches possibles de plus basses énergies. L’effet de la collision peut affecter
l’un des électrons de son cortège et le faire passer sur une couche d’énergie supérieure correspon-
dant à un état dit excité. La désexcitation, c’est-à-dire le passage d’un état d’énergie haut Eh à un état
d’énergie bas Eb peut se produire sous l’effet d’une collision ou spontanément (sans collision) sous
réserve que certaines règles de sélection soient respectées [37]. Dans ce dernier cas, le changement
d’orbitale s’accompagne de l’émission d’un photon à la longueur d’onde λ , telle que :
Eh − Eb = hc/λ , (I.1)
h étant la constante de Planck (h = 6.6256 10−34 J.s) et c la vitesse de la lumière (c =
3 108 m.s−1). Un état d’énergie haut susceptible de se désexciter spontanément est dit radiatif ;
cet état est appelé métastable s’il ne peut se désexciter que par voie collisionnelle. La durée de vie
des états métastables est donc considérablement plus longue que celle des états radiatifs.
L’azote atomique est un atome à 7 électrons dont l’état fondamental correspond à la struc-
ture électronique 1s2 2s2 2p3 (4S3/2). Les deux premiers états excités sont les états métastables
2p3 (2D5/2,3/2) et 2p3 (2P1/2,3/2) situés respectivement à 2.38 et 3.58 eV (1 eV = 1.6 10−19 J), le
premier état radiatif est l’état 2p2 (3P) 3s (4P1/2,3/2,5/2) à 10.32 eV . Son énergie d’ionisation est de
14.53 eV . La figure I.11 représente la répartition énergétique des états électroniques de plus basse
énergie de l’azote atomique (diagramme de Grotrian) ainsi que les principales transitions radiatives
qui les relient avec leurs longueurs d’onde associées (en Å, 1 Å = 10−10 m).
FIGURE I.11 – Diagramme de Grotrian partiel de l’azote atomique[4].
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Les molécules, pour pouvoir exister de façon stable, doivent posséder au moins une orbitale
liante ayant une énergie plus faible que celle des orbitales atomiques indépendantes. Tout comme
pour les atomes, chaque état électronique moléculaire est défini par :
â le moment angulaire électronique
−→
L et sa projection
−→
Λ sur l’axe inter-nucléaire, caractérisé
par le nombre quantique Λ (Λ = 0, 1, 2, . . . ) définissant le type d’orbitale Σ, Π, ∆, . . . ) ;
â la résultante
−→
S du spin des électrons et sa projection
−→
Σ sur l’axe inter-nucléaire, pouvant
prendre les 2S+ 1 valeurs (multiplicité de l’état) Σ = −S, . . . , +S..
Chaque valeur de Λ correspond à un état moléculaire désigné par une lettre grecque : X pour
l’état fondamental, A, B, C, . . . (resp. a, b, c, . . .) pour les états d’énergie croissante de même multi-
plicité que l’état fondamental (resp. de multiplicité différente).
Par suite des possibles mouvements de vibration des atomes le long de l’axe inter-nucléaire et
de rotation autour de ce même axe, les états électroniques moléculaires sont dégénérés en niveaux
vibrationnels (caractérisés par le nombre quantique v) et en sous niveaux rotationnels (caractérisés
par le nombre quantique J). L’énergie Ee,v,J d’un état de rotation-vibration d’un état électronique
peut se décomposer comme la somme des énergies rotationnelles (≈ 10− 3 eV ), vibrationnelle
(≈ 0.1 eV ) et électronique (quelques eV ), comme indiqué sur la figure I.12. Tout comme pour les
transitions radiatives entre états atomiques, la transition entre deux états moléculaires d’énergies
haute (′) et basse (′′) va conduire à l’émission d’un photon à la longueur d’onde :
Ee′ ,v′ ,J′ − Ee′′ ,v′′,J′′ = hc/λ (I.2)
FIGURE I.12 – courbes de potentiel représentant les différents état transitionnels.
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Les transitions entre états moléculaires sont également régies par des lois de sélection [37].
Pour les molécules diatomiques homo-nucléaires comme N2, les seules transitions autorisées cor-
respondent à des changements d’états ro-vibrationnels d’états électroniques différents. Étant donné
la proximité en énergie des niveaux rotationnels (de l’ordre de 10−3 eV ), le spectre d’émission des
transitions moléculaires est constitué d’un grand nombre de transitions discontinues très proches en
longueur d’onde que la dispersion de nos moyens d’analyse (cf. Chapitre II) ne nous permet pas de
séparer.
La figure I.13 représente les courbes de potentiel (représentation de la variation de l’énergie po-
tentielle de chaque état moléculaire en fonction de la distance internucléaire) des principaux états
électroniques des molécules N2 et N+2 . Le premier état excité électronique de N2 est l’état triplet
métastable A3Σ+u , situé à 6.1 eV de l’état fondamental singulet X1Σ+g , et dont la durée de vie ra-
diative est de l’ordre de la seconde. Dans les conditions de notre étude, les états radiatifs impliqués
dans les principaux systèmes émissifs sont les états B3Πg et C3Πu de N2, situés respectivement à
7.3 et 10.9 eV de l’état fondamental. Le niveau fondamental de l’ion N+2 , X
2Σ+g , est à 15.5 eV et
le premier état radiatif, B2Σ+u , à 18.6 eV . L’émission de l’azote moléculaire est essentiellement
concentrée dans les systèmes :
â premier positif de N2 :
B3Πg −→ A3Σ+u + hν (470−2530 nm) (RI.2)
â second système positif de N2 :
C3Πu −→ B3Πg+ hν (260−550 nm) (RI.3)
â premier système négatif de N+2
B2Σ+u −→ X2Σ+g + hν (300−590 nm) (RI.4)
I.7 CARACTÉRISTIQUES DES POST-DÉCHARGES D’AZOTE ET CINÉTIQUES
DE PRODUCTION DES ESPÈCES CHIMIQUES D’INTÉRÊT
Les processus réactionnels se produisant dans une décharge micro-ondes d’azote sont extrême-
ment nombreux et variés [38]. Si on se limite à la production des espèces atomiques, on observe
deux mécanismes majeurs [39] faisant intervenir les 46 niveaux vibrationnels stables (ν = 0− 45)
de l’état fondamental de la molécule d’azote N2(X1Σ+g ) :
â la dissociation par impact électronique :
e+ N2(X ,ν) −→ e+ N+ N (RI.5)
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FIGURE I.13 – courbes de potentiel de l’azote moléculaire [5].
â le transfert d’énergie vibrationnelle :
N2(X ,ν)+ N2(X ,ν = 45) −→ N2(X ,ν−1)+ N+ N (RI.6)
Les pertes en atomes d’azote sont consécutives aux réactions de recombinaison :
â en volume :
N+ N+ N2 −→ N2(B)+ N2 (RI.7)
â sur les parois du tube à décharge :
N+ wall −→ 1/2 N2+ wall (RI.8)
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En aval de la décharge, on peut distinguer deux zones dans la post-décharge, clairement identi-
fiables sur la figure I.6 :
â une première région extrêmement lumineuse nommée "early afterglow" ou "pink afterglow"
et correspondant à la zone de proche post décharge ;
â suivie d’une région jaune orangée nommée "Lewis Rayleigh afterglow" ou lointaine post dé-
charge.
Dans la zone de proche post-décharge, malgré l’absence de champ électrique extérieur, il reste
suffisamment d’énergie transportée par les états métastables à longue durée de vie pour permettre
une ré-ionisation du gaz [40].
Très lumineuse, on y observe la forte émission des systèmes 1er négatif (1−) de l’ion N+2 (tran-
sition X2Σ+g −→ B2Σ+u , dont la bande la plus intense (ν ′′ = 0 −→ ν ′ = 0) se situe à 391.4 nm) et
des systèmes premier (1+) et second (2+) positif de N2 (de transitions respectives B3Πg −→ A3Σ+u
et C3Πu −→ B3Πg). Le peuplement des états émetteurs y reste possible en absence d’électrons
énergétiques grâce à l’énergie transportée par les états métastables A3Σ+u et a′
1Σ−u de l’azote via les
réactions [41], [42] :
N2(X ,v > 15) + N2(X ,v
′
> 15) −→ N2(a′) + N2(X ,v”) (RI.9)
N2(a
′
) + N2(a
′
) −→ N+2 (X) + N2+ e− (RI.10)
N+2 (X) + N2(X ,v > 11) −→ N+2 (B) + N2(X) (RI.11)
N2(A) + N2(A) −→ N2(C,v) + N2(X ,v′ = 0) (RI.12)
N2(X ,4≤ v < 14) + N2(A,v′ = 0,1) −→ N2(B,0≤ v” < 12) + N2(X ,v”) (RI.13)
N2(X ,v) + N2(X ,v
′
) −→ N2(B,v”) + N2(X) (RI.14)
Dans la zone de post-décharge lointaine (late afterglow) située en aval de la proche post-
décharge, les concentrations de métastables ne sont plus suffisamment importantes pour permettre
la ré-ionisation du gaz. C’est encore une zone luminescente puisqu’on peut y observer l’émission du
premier système positif de l’azote, liée cette fois à la recombinaison des états fondamentaux N(4S)
de l’azote atomique via l’état faiblement attractif N2(5Σ+g ) dont la courbe de potentiel croise celle
de l’état B pour ν = 11 :
N(4S) + N(4S) +N2 −→ N2(5Σ+g ) + N2 −→ N2(B,v = 11) + N2 (RI.15)
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En vertu du principe de Franck-Condon qui stipule que lors d’une transition radiative, les modi-
fications des orbitales moléculaires s’établissent quasi-instantanément, l’émission maximal s’effec-
tuera à distance internucléaire fixe, ce qui correspond à la transition :
N2(B,v
′
= 11) −→ N2(A,v” = 7) + hν , centre´e a` (580 nm) (RI.16)
La zone de post-décharge lointaine dans laquelle nous avons réalisé nos traitements transporte donc
essentiellement des molécules d’azote dans l’état électronique fondamental et peu excitées vibration-
nellement, de faibles concentrations d’états excités N2(A) et d’importantes concentrations d’atomes
N. Nous verrons au chapitre II comment il est possible d’obtenir les variations spatiales des concen-
trations de ces espèces à partir du suivi spectroscopique des différentes émissions résiduelles.
I.8 NOTIONS SOMMAIRES SUR LES BACTÉRIES
Les bactéries sont des êtres unicellulaires qui possèdent une structure procaryote caractérisée par
l’absence de noyau, à la différence des cellules eucaryotes qui constituent les animaux, les champi-
gnons et les végétaux. La taille des bactéries variant entre 1 et 10 µm, elles ne sont donc visibles
qu’au microscope optique ou électronique. Elles se subdivisent en deux types distinctifs, mis en
évidence par une technique de coloration appelée coloration de Gram et faisant apparaître des diffé-
rences constitutives de leurs membranes et parois. (figureI.14 a. et b.).
FIGURE I.14 – Structure de la membrane et de la paroi chez les bactéries Gram+/Gram−.
La membrane des bactéries à Gram positif (Gram +) est unique et composée de deux parties :
â une membrane cytoplasmique interne formée d’une double couche de phospholipides (chaque
couche possédant une "tête" polaire hydrophile et une "queue" aliphatique hydrophobe). La
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membrane contient également des protéines intrinsèques dont la fonction principale est d’as-
surer le transport des nutriments et des signaux chimiques ;
â une paroi externe poreuse, formée essentiellement d’un polymère complexe, le peptidogly-
cane.
La membrane des bactéries à Gram négatif (Gram -) possède en supplément une membrane
externe qui assure le contact avec le milieu extérieur. La composition de la membrane externe est
voisine de celle de la membrane cytoplasmique mais de nombreuses bactéries Gram - possèdent
aussi un composé non protidique (endotoxine) appelé lipopolysaccharide ou LPS incluant une por-
tion lipidique (lipide A). Ce composé, relâché au cours de la lyse (rupture de la membrane par un
agent physique, chimique ou biologique provoquant la mort cellulaire) est responsable de la libéra-
tion de cytokines pro-inflammatoires et pyrogènes.
FIGURE I.15 – Cellule procaryote.
Pour les procaryotes, ces différentes parois et membranes enferment et protègent du milieu ex-
térieur le matériel cellulaire. Ce dernier est principalement composé :
â d’ADN, support de l’information génétique et contenu dans un nucléoïde de forme irrégulière.
A la différence des cellules eucaryotes, le nucléoïde des procaryotes n’est pas délimité par une
membrane nucléaire ;
â de cytoplasme, riche en ARN messager et en ARN de transfert utilisés par la cellule pour
synthétiser les protéines et à durée de vie plus réduite que l’ADN, en ribosomes (que l’on peut
assimiler à la machine cellulaire responsable de l’assemblage des protéines à partir de l’in-
formation génétique transportée par l’ARN messager), en eau (plus de 80%) et en substances
organiques et minérales, le tout à une pression interne de 5 à 20 Atm.
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Dans notre travail, nous avons principalement utilisé le modèle bactérien de la bactérie à Gram -
Escherichia coli (E. coli). Cette bactérie, aussi appelée colibacille, compose plus de 80% de la flore
intestinale aérobie des mammifères. Certaines de ses souches peuvent être pathogènes, entraînant
alors des gastro-entérites et des infections urinaires. De forme allongée, elle mesure entre 0,5 et
3 µm. La bactérie E. coli est sans doute l’organisme vivant le plus étudié à ce jour de par l’ancien-
neté de sa découverte (par Theodor Escherich en 1885) et sa facilité de culture (la division cellulaire
se produit toutes les 20 min à 37 ◦C dans un milieu propice).
Maintenant que le contexte est défini et que tous les éléments sont établis, abordons la partie
expérimentale.
IICARACTERISATION PHYSIQUE DES
DÉCHARGES
DANS ce chapitre sont représentés le matériel et les méthodes d’analyse employés dans le butde caractériser les décharges utilisées dans ce travail pour la compréhension des principaux
mécanismes d’interaction entre les espèces chimiques produites par les plasmas d’azote et les micro-
organismes. Deux dispositifs de décharges ont été utilisés dans cette perspective. Le premier dispo-
sitif fonctionne à basse pression en régime de post-décharge en flux et est alimenté par une source
micro-ondes. Le second, de type couronne, fonctionne à pression atmosphérique et est généré par
une alimentation haute tension continue.
La caractérisation de ces deux dispositifs (détermination qualitative et/ou quantitative des es-
pèces produites, mesure de la température) a été réalisée à l’aide de moyens de spectroscopie d’émis-
sion optique que nous allons présenter. Le diagnostic a été complété pour la décharge couronne par
une caractérisation électrique. Pour cette dernière décharge, le fonctionnement dans l’air ambiant et
sous atmosphère contrôlée d’azote a été comparés.
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II.1 POST-DÉCHARGE À PRESSION RÉDUITE
II.1.1 Dispositif expérimental
La figure II.1 représente le dispositif de post-décharge micro-ondes en flux à basse pression
utilisé. Il est constitué d’un réacteur cylindrique de 5 litres en Pyrex, permettant le diagnostic spec-
troscopique, posé sur un châssis métallique connecté à la terre. Son extrémité supérieure est fermée
par une bride métallique percée de deux orifices permettant :
• La mesure de pression par jauge capacitive (MKS Baratron 0−30 Torr) ;
• Le rétablissement de la pression atmosphérique, grâce à une vanne d’entrée d’air ;
• L’introduction d’échantillons dans le réacteur (bactéries, biomolécules,..)
FIGURE II.1 – Représentation du dispositif expérimental de post-décharge micro-ondes en flux à pression
réduite.
La base du réacteur est dotée d’une connexion directe avec une pompe (Edwards E2M28, 2
étages), qui permet la réalisation du vide primaire avec un vide limite de l’ordre de 10−2 Torr. Le
réacteur est alimenté par un écoulement continu de gaz contrôlé par des débitmètres (MKS LAB
240 système), avec une plage de débit modulable entre 0.1 et 3.0 Nl/min. La pression de travail
dans l’enceinte est typiquement comprise entre 2 et 30 Torr et est obtenue à l’aide d’une vanne
d’étranglement couplée à la pompe.
La décharge électrique est créée par un générateur micro-ondes (Sairem GMP 03 KE/D) à une
fréquence de 2.45 GHz qui alimente une cavité Surfatron dont la puissance PMW est variable entre
0 et 300 W . La décharge est générée dans un tube en quartz de 5 mm de diamètre intérieur et
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un flux d’air comprimé assure le refroidissement de la surface externe du tube dans la zone de
décharge. Avant d’être relié au réacteur en Pyrex par une jonction en Teflon, le diamètre extérieur
du tube en quartz s’élargit à 17 mm en formant un coude. Ceci permet la diminution du volume total
du dispositif et empêche le rayonnement UV généré dans la décharge d’atteindre les échantillons
traités dans le réacteur. La distance d
′
entre la sortie du Surfatron et l’entrée du tube de 17 mm est
modulable entre 5 et 16 cm. La longueur du tube coudé de 17 mm est fixe et vaut D = 40 cm. Pour le
diagnostic par titrage au NO (cf. partie II.1.4), un mélange Ar/2%NO est injecté dans l’écoulement
post-décharge via une entrée latérale du tube coudé située à 15 cm de l’entrée du réacteur.
II.1.2 Détection optique
La collecte de l’émission lumineuse entre la décharge et le réacteur est réalisée à l’aide d’une
fibre optique mobile. L’émission recueillie est analysée par un spectromètre (Acton Spectra Pro-
2500i), équipé d’un détecteur (caméra rapide CCD PI-MAX : 1024 x 256− 25 nm) et de trois ré-
seaux de diffraction dont les caractéristiques sont données dans le tableau II.1. Pour l’enregistrement
de spectres dont la longueur d’onde est supérieure à 500 nm, l’utilisation d’un filtre jaune permet
d’éliminer la superposition des émissions des premier et second ordres.
Caractéristiques Spectromètre
Réseaux (traits/mm) 600 1800 2400
Domaine spectral (nm) 0−1400 0−1100 250−800
Dispersion (nm/mm) 3.2 0.94 0.63
Distance focale (mm) 500
Ouverture f /6.5
TABLE II.1 – Caractéristiques du spectromètre Acton SP−2500i
II.1.2.1 Calibration du spectromètre
La réponse du système de détection optique n’étant pas constante sur la totalité du domaine
spectral, celui-ci doit être calibré pour pouvoir comparer des intensités mesurées dans différentes
gammes spectrales. La courbe de calibration est obtenue à partir de la comparaison entre la réponse
spectrale Im(λ ) du système de détection optique à une source lumineuse large bande et la courbe
spectrale théorique de la source, Iv(λ ), fournie par son constructeur. Nous avons utilisé une lampe
deutérium-halogène comme source large bande. Le dispositif post-décharge étant composé de ma-
tériaux différents (Pyrex, Quartz) d’épaisseur quasi constante (e = 2 mm), il est nécessaire de tenir
compte de la variation spectrale de la transmission à travers chaque matériau T (λ ).
II.1. Post-décharge à pression réduite 27
L’intensité mesurée Im(λ ) est donc le résultat du produit :
Im(λ ) =C(λ ).T (λ ).Iv(λ ) =C
′
(λ ).Iv(λ ) (II.1)
L’évolution spectrale du coefficient correctif adimensionnel C
′
(λ ) est représentée sur la figure II.2
et quelques valeurs correspondant aux longueurs d’onde typiques utilisées dans ce travail sont indi-
quées dans le tableau II.2 :
FIGURE II.2 – Coefficient de correction spectrale calculé C
′
(λ ) obtenu à travers une épaisseur de quartz de
2 mm entre 200 et 900 nm avec le réseau de diffraction 600 traits/mm, une ouverture de fente de 150 µm et
un temps d’acquisition de 1 s.
Verre Quartz Pyrex
Fente 20 µm 50 µm 150 µm 20 µm 50 µm 150 µm
316 nm
0.4 ·102? 0.3 ·102? 0.7 ·102? 0.3 ·102? 0.2 ·102? 0.2 ·102?
0.2 ·102?? 0.1 ·102?? 0.08 ·102?? 0.006 ·102?? 0.1 ·102?? 0.4 ·102??
320 nm
0.5 ·102? 0.3 ·102? 0.7 ·102? 0.3 ·102? 0.2 ·102? 0.2 ·102?
0.17 ·102?? 0.1 ·102?? 0.08 ·102?? 0.07 ·102?? 0.1 ·102?? 0.5 ·102??
580 nm
2.3 ·102? 1.6 ·102? 4.8 ·102? 2.6 ·102? 1.5 ·102? 1·102?
1.7 ·102?? 0.9 ·102?? 0.7 ·102?? 0.8 ·102?? 1.8 ·102?? 5.6 ·102??
TABLE II.2 – Valeurs du coefficient correctif C
′
(λ ) obtenu pour différentes longueurs d’onde caractéristiques
à travers des verres de Quartz et de Pyrex de 2 mm d’épaisseur pour différentes ouvertures de fente et 1 s
de temps d’exposition. (?) correspond aux valeurs obtenues pour le réseau 600 traits/mm et (??) pour le
réseau 1800 traits/mm.
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II.1.3 Concentration en atomes d’azote dans la lointaine post-décharge d’azote pur
Comme nous l’avons vu au paragraphe I.7, la région de lointaine post-décharge se caractérise par
la domination de l’émission de l’état N2(B, v
′
= 11), essentiellement peuplé par la recombinaison
en volume des atomes d’azote :
N(4S) + N(4S) +N2 −→ N2(5Σ+g ) + N2 −→ N2(B,v = 11) + N2 (RI.15)
Cet état se désexcite radiativement vers l’état N2(A,v” = 7), ce qui va donner lieu à l’émission
du 1er système positif à environ 580 nm (figure II.3) :
N2(B,v
′
= 11) −→ N2(A,v” = 7) + hν , centre´e a` (580 nm) (RI.16)
FIGURE II.3 – Spectre d’émission d’une post-décharge lointaine d’azote d
′
= 16 cm. Émission du 1er système
positif de l’azote, séquence ∆v = −4 entre 560 et 610 nm.
Il peut aussi se désexciter via les processus collisionnels (quenching) avec les molécules d’azote,
espèce majoritaire de l’écoulement post-décharge :
N2(B,v
′
= 11) +N2 −→ N2 + produit (RII.1)
L’intensité mesurée Im émise par une espèce radiative N∗ et mesurée à la longueur d’onde λ est
donnée par la relation suivante :
Im(λ ) = C
′
(λ ).
hc
λ
.[N∗].Av′v” (II.2)
Où :
— C
′
(λ ) est la réponse spectrale du spectromètre ;
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— h est la constante de Planck (h = 6.6256 10−34 J.s) ;
— c est la vitesse de la lumière (c = 3 108 m.s−1) ;
— [N∗] est la densité de l’état émetteur ;
— Av′v” est le coefficient d’Einstein de la transition ;
En appliquant cette relation à l’état N2(B,v
′
= 11) et en tenant compte de l’équilibre pseudo-
cinétique établi par les réactions (RI.15), (RI.16) et (RII.1), l’intensité mesurée Im580 est donnée par :
Im580 = C
′
(580 nm).
hc
580 nm
.AN2(B, v
′
=11)
N2(A, v”=7)
.
[N]2[N2]kRI.15
vRN2(B,11)+[N2]k
Q
N2(B,11)
(II.3)
Les évolutions avec la température des coefficients de réaction sont disponibles dans la littéra-
ture. Pour une température de gaz proche de l’ambiante (300 K, cf. paragraphe II.1.6), ils valent :
— kRI.15 = 4.4 ·10−33cm6s−1 [43] ;
— AN2(B, v
′
=11)
N2(A, v”=7)
= 7.8 ·104s−1[43] ;
— vRN2(B,11) = 2·10
5s−1 [44] ;
— kQN2(B,11) = 3·10
−11cm3s−1 [45].
La relation (II.3) démontre qu’en post-décharge lointaine, il existe une proportionnalité directe
entre l’intensité mesurée Im580 et le carré de la densité d’atomes N :
Im580 ∝ [N2(B, v
′
= 11)] ∝ [N]2 (II.4)
En zone de proche post-décharge, les niveaux vibrationnels de l’état N2(B,v
′
) sont peuplés par
des réactions collisionnelles de type :
N2(X ,v > 5)+N2(A) −→ N2(B,v′)+N2(X) (RII.2)
N2(X ,v > 15)+N2(X ,v > 15) −→ N2(B,v′)+N2(X) (RII.3)
L’émission caractéristique de cette zone correspond à la séquence ∆v =−4 indiquée en rose sur
la figure II.4.
Dans la zone intermédiaire entre la proche et la lointaine post-décharge, le peuplement de l’état
N2(B,v
′
= 11) est en partie dû à ces processus et en partie à la recombinaison atomique à 3 corps.
En conséquence, seule une fraction aN+N de l’émission à 580 nm peut être reliée à la densité [N] et
l’on a :
aN+N Im580 ∝ [N]2 (II.5)
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FIGURE II.4 – Spectre d’émission normalisé de la séquence 4v = −4 du premier système positif de l’azote
mesuré dans l’azote pur à différentes distances au surfatron. Le coefficient aN+N représente la fraction de
l’intensité émise à 580 nm est due à la recombinaison à trois corps des atomes d’azote par les réactions
(RI.15) et (RI.16).
Le coefficient aN+N peut être simplement obtenu à partir des rapports d’intensités RB, v′ des bandes
12−8, 11−7 et 9−5, représentés sur la figure II.5 et tels que :
RB, v′ =
I(N2(B, v
′
= 11)→ N2(A, v” = 7) + hν)
I(N2(B, v
′)→ N2(A, v′−4) + hν) , pour v
′
= 9 ou 12, (II.6)
Soit : RB, v′=9 =
Im580
Im592
, pour v
′
= 9 et RB, v′=12 =
Im580
Im577
, pour v
′
= 12.
La condition aN+N = 1 correspond à une post-décharge lointaine et a été obtenue pour d
′
=
16 cm dans la zone proche du réacteur lorsque les RB, v′ ne varient plus (courbe noire sur la fi-
gureII.4). La condition aN+N = 0 correspond à une post-décharge proche et a été obtenue près du
surfatron lorsque RB, v′ devient invariant (courbe rose sur la figureII.4). Les valeurs intermédiaires
de aN+N ont été calculées à partir de combinaisons linéaires des intensités mesurées en proche et
lointaine post-décharge.
Selon l’expression (II.5), la détermination du coefficient aN+N ne permet d’obtenir que les varia-
tions relatives de la densité en atomes N. Il est toutefois possible de remonter à des valeurs absolues
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à l’aide d’une calibration. Le coefficient de proportionnalité K580 tel que :
aN+N · Im580 = K580 · [N]
2 (II.7)
⇒ [N]abs =
√
aN+N .Im580
K580
(II.8)
est obtenu par la méthode de titrage au NO dont le principe est rappelé dans le paragraphe
suivant.
FIGURE II.5 – Abaque simplifiée des distributions RB, v′ . Rapports des bandes [B,11]/[B,9] et [B,11]/[B,12]
de la séquence vibrationnelle4v = −4 du premier système positif de l’azote pur.
II.1.4 Méthode de titrage au monoxyde d’azote (NO)
La méthode de titrage chimiluminescent au monoxyde d’azote permet de déterminer de manière
intrusive la concentration absolue des atomes d’azote présents dans la post-décharge lointaine [46]
et [47]. Elle consiste à observer les changements de luminescence (figure II.6) de la lointaine post-
décharge à la suite de l’introduction d’un débit croissant du mélange gazeux Ar/2%NO en aval de
la décharge. En se mélangeant à l’écoulement d’azote, l’argon chimiquement inerte, ne modifie pas
les cinétiques réactionnelles de la post–décharge mais le NO va rapidement réagir avec les atomes
d’azote présents selon la réaction :
N + NO −→ O + N2 avec (k300KRII.4 = 1.8 10−11 cm3s−1), [48] (RII.4)
Tant que le débit de NO injecté reste inférieur au débit de N transporté par l’écoulement, tous les
atomes d’azote ne sont pas consommés par la réaction (RII.4) et les atomes d’azote en excès peuvent
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FIGURE II.6 – Photographies de la post-décharge d’azote au cours du titrage au NO. (a) : avant l’injection
du mélange Ar/2%NO, la luminescence jaune à 580 nm correspond à l’émission prédominante à 580 nm. (b)
et (c) : pendant l’injection, lorsque le débit de NO injecté est inférieur au débit d’azote atomique transporté
par la post-décharge, on observe une luminescence violette. (d) : pendant l’injection, lorsque le débit de NO
injecté devient supérieur au débit d’azote atomique, on observe nu continuum vert-jaune dû à l’émission de
NO2.
réagir avec les atomes d’oxygène produits, ce qui donne lieu à l’émission d’une luminescence vio-
lette à 320 nm :
N + O + N2 −→ NO(B) + N2 (RII.5)
NO(B) −→ NO(X) + hv320 nm (RII.6)
En augmentant progressivement le débit d’injection du mélange Ar/2%NO, la réaction (RII.4)
consomme de plus en plus d’atomes d’azote et la luminescence violette décroît.
Lorsque le débit QNO du mélange Ar/2%NO devient supérieur au débit d’azote atomique QN , la
luminescence violette s’éteint (images II.6.b.c.) faute d’atomes d’azote. Elle est remplacée par une
luminescence vert-jaune, due au continuum d’émission de NO2 à 525 nm (figure II.6.d.), selon les
réactions suivantes :
O(3P) + NO+ N2 −→ NO2(A) +N2 (RII.7)
NO2(A) −→ NO2(X) + hv525 nm (RII.8)
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Lorsque le débit de QNO injecté est strictement égal au débit en atomes d’azote de la post-
décharge (QNO = QN), on obtient un point d’extinction lumineuse puisqu’on n’observe plus aucune
luminescence et l’on peut obtenir la densité absolue en azote atomique [N] transporté par l’écoule-
ment par la relation :
[N] =
QN
QN2
· [N2] =
QNO
QN2
·
p
kBT
(II.9)
Où :
— QN2 et QNO correspondent au débits de N2 et NO injectés ;
— p est la pression en Pascal ;
— T est la température en Kelvin ;
— kB la constante de Boltzmann (kB = 1,3806504.10−23J.K−1).
La figure II.7 démontre qu’il existe bien une loi de proportionnalité entre [N]Titrage et pI580 en
condition de post-décharge lointaine (aN+N = 1), telle qu’établie en (II.7), avec un coefficient de
proportionnalité K580 valant dans nos conditions de mesure 1.0 ·1013.
FIGURE II.7 – Variation de la concentration absolue en atomes d’azote mesurée par titrage au NO en fonction
de la racine carrée de l’émission Im580. L’intensité à 580 nm est mesurée pour différentes pressions dans des
conditions de lointaine post-décharge (aN+N = 1). La proportionnalité entre les deux grandeurs donne la
constante K580 de la relation (II.7).
La figure II.8 montre la variation des concentrations absolues d’azote atomique mesurées dans
le réacteur pour une post-décharge d’azote pur en fonction de la pression pour deux puissances
micro-ondes injectées PMW = 100 et 200 W .
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FIGURE II.8 – Variation avec la pression de la concentration absolue en atomes N mesurée dans le réacteur
de traitement obtenue dans l’azote pur à l’aide de la relation (II.8) pour des conditions de lointaine post-
décharge : QN2 = 1 Nl/min, d
′
= 5 cm.
Les travaux précédents de Sarah Cousty [49] ayant démontré la relation existant entre de fortes
concentrations en azote atomique et une forte interaction avec des bactéries, il nous est apparu inté-
ressant d’essayer d’augmenter la concentration en atomes d’azote contenue dans les post-décharges.
Dans les décharges d’azote pur, la fonction de distribution énergétique des électrons (FDEE) est
dépeuplée au-dessus de 3 eV à cause de la faible énergie moyenne d’excitation vibrationnelle des
molécules dans l’état fondamental N2(X).
Ceci n’est pas le cas pour les plasmas d’argon dans lesquels la FDEE s’étend vers les hautes
énergies, grâce à la présence d’un premier seuil d’excitation à 11.5 eV . Par conséquent, l’addition
d’un faible pourcentage d’azote à un gaz porteur d’argon est susceptible d’améliorer la dissociation
de l’azote à travers deux processus :
â La dissociation directe par impact électronique dans la décharge par des électrons plus éner-
gétiques : e− + N2 → e− + N + N
â De possibles collisions dissociatrices entre les états métastables de l’argon et les molécules
d’azote en post-décharge : Arm(3P0, 3P2) + N2 → Ar + N+ N
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II.1.5 Mélanges Ar/X%N2 avec (X < 20%)
En forte présence d’argon, la répartition vibrationnelle des intensités relatives des bandes de la
séquence 4v = −4 de l’émission du 1er système positif est modifiée. Comme on peut le voir sur
la figure II.9 pour les pourcentages élevés de N2 (10% < x < 20%), on observe en particulier une
augmentation de l’émission des bandes 10−6 et 9−5 de la séquence.
FIGURE II.9 – Comparaison entre la distribution d’intensité de la séquence vibrationnelle 4v = −4 du 1er
système positif de l’azote dans l’azote pur et le mélange Ar/15%N2 pour des conditions de lointaine post-
décharge, (Qgaz = 1 Nl/min, d
′
= 16 cm, pN2 = 5 Torr, pAr/15%N2 = 9 Torr,PMW = 100 W).
Pour les faibles pourcentages de N2 (x < 5%), l’émission de la bande 8− 4 est favorisée. Ces
modifications peuvent être attribuées à la présence d’états métastables d’argon (Arm,Em > 11.55 eV )
dans la post-décharge, dont l’énergie est suffisante pour améliorer la production de l’état N2(C) par
le transfert d’excitation sélectif [50] :
Arm(3P0, 3P2)+N2(X) −→ Ar+N2(C) (RII.9)
Il s’ensuit de ce transfert une désexcitation radiative vers les états N2(B) et N2(A). Tant que
le processus dominant pour le peuplement de l’état N2(B, v
′
= 11) reste la recombinaison à trois
corps (réaction RII.4), la méthode d’obtention de la densité d’atomes N présentée précédemment
demeure valide dans les post-décharges Ar/x%N2, à condition de recalculer le coefficient aN+N
pour chaque mélange étudié, puisque chacun d’entre eux possède une distribution vibrationnelle qui
lui est propre.
La figure II.10 présente les valeurs de RB,v′ obtenues pour la post-décharge Ar/15%N2 par la
même méthode que celle présentée pour l’azote pur en II.1.3.
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FIGURE II.10 – Rapports d’intensité des bandes [B,11]/[B,9] et [B,11]/[B,12] de la séquence 4v = −4 du
1+ de N2 calculés pour le mélange Ar/15%N2.
La figure II.11 représente les variations de la concentration absolue en atomes d’azote mesurée
au centre du réacteur en fonction de la pression et des différents mélanges Ar/x%N2.
FIGURE II.11 – Variation des concentrations absolues d’atomes d’azote mesurées à l’entrée du réacteur
pour des conditions de lointaine post-décharge dans des mélanges Ar/X%N2 avec X = 0 - 18% N2. QAr =
1 Nl/min, d
′
= 5 cm,PMW = 100 W.
On constate que la production en atome d’azote augmente rapidement pour les pourcentages
d’azote inférieurs à 10%. Au-delà de 10% d’azote, la production d’atomes sature. En comparant les
concentrations en atomes N mesurées au niveau du réacteur sur la figure II.12, on constate bien qu’il
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est possible d’augmenter sensiblement la densité atomique en passant de l’azote pur à un mélange
Ar/15%N2. L’utilisation du mélange Ar/15%N2 décale le maximum de concentration atomique
vers les hautes pressions et permet de doubler la densité atomique à 100 W et de l’augmenter de
50% à 200 W .
FIGURE II.12 – Comparaison entre les concentrations absolues en azote atomique mesurées dans le réac-
teur dans des conditions de lointaine post-décharge pour l’azote pur et le mélange Ar/15%N2, QAr/X%N2 =
1 Nl/min, d
′
= 5cm.
Le mélange Ar/15%N2 représente donc un réel avantage pour la maximisation de la produc-
tion d’atomes d’azote dans la post-décharge lointaine. Les paragraphes suivants ont pour objet de
vérifier que la substitution d’un mélange Ar/15%N2 à l’azote pur ne modifie pas sensiblement la
température du gaz de la post-décharge, l’émission de rayonnement UV et la concentration en états
métastables d’azote N2(A), ces trois paramètres étant susceptibles d’intervenir dans l’interaction
atome d’azote/vivant.
II.1.6 Température du gaz
La température du gaz de post-décharge a été estimée par spectroscopie d’émission optique à
l’entrée du réacteur avec d
′
= 5 cm. La méthode utilisée fait appel à la variation relative de l’émission
de deux sous-structures P1 et P2 de la bande 2− 0 du 1er système positif de l’azote N2 à environ
775 nm (figure II.13.a). Cette méthode, décrite en détail par Britun et al. [6], permet d’accéder à la
température rotationnelle Trot supposée ici égale à la température du gaz. La méthode est valable
aussi bien dans de l’azote pur que dans les mélanges Ar−N2.
Trot [K] =
195
(P1/P2−0.52) (II.10)
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FIGURE II.13 – (a) Spectre d’émission de la bande 2− 0 du 1er système positif de l’azote dans le mé-
lange Ar/15%N2, mesuré à l’entrée du réacteur et faisant apparaître les deux sous-structures P1 et P2,
QAr−/15%N2 = 1 Nl/min, PMW = 200 W, p = 9 Torr, d
′
= 5cm. (b) Relation entre la température rota-
tionnelle du gaz et le rapport P1/P2 issue de [6].
Cette méthode présente l’avantage d’avoir une très bonne sensibilité aux basses températures
(pour Trot < 400 K, l’incertitude est de ± 20 K), puisque le rapport d’intensité (P1/P2) varie for-
tement dans cette plage de température (figure II.13.b). La température de gaz obtenue à partir du
ratio P1/P2 à 100 et 200 W micro-ondes injectés est reportée dans le tableau II.3 pour l’azote pur
et le mélange argon/15% azote. On constate qu’à 100 W , Trot est égale à la température ambiante
et augmente de moins de 10 ◦C lorsque la puissance est portée à 200 W , quel que soit le gaz de
post-décharge utilisé.
Mélange PMW = 100 Watt PMW = 200 Watt
N2 pur 23 ◦C 30 ◦C
Ar/15%N2 25 ◦C 32 ◦C
TABLE II.3 – Température du gaz de post-décharge mesurée à l’entrée du réacteur (QN2et Ar/N2 =
1 Nl min, p = 5−10 Torr et d ′ = 1 cm).
On peut conclure de cette étude que l’augmentation très limitée de la température du gaz de
post-décharge liée à la substitution d’un mélange Ar/15%N2 à l’azote pur n’est pas susceptible de
modifier les mécanismes de l’interaction entre les espèces azotées et le vivant.
II.1.7 Émission du rayonnement UV
Dans les post-décharges lointaines à base d’azote étudiées dans ce mémoire, l’émission UV-C
(200-290 nm) peut être due aux systèmes NOγ et NOβ , l’oxygène provenant d’impuretés contenues
dans les bouteilles de gaz (Linde, HiQ Azote 4,5 avec un niveau maximal d’impuretés de 50 ppm
indiqué par le fournisseur) ou de micro-fuites dans le montage expérimental sous vide primaire.
La molécule NOγ est créée dans la décharge par les collisions entre espèces azotées et oxygénées
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(dissociées ou non) :
N +O2 −→ NO(X) + O (RII.10)
N2(X , v≥ 13) + O−→ NO(X) + N (RII.11)
La production de NOγ est liée à des transferts d’excitation avec l’état métastable N2(A) et peut être
observée à 248 nm :
NO +N2(A) −→ NO(A, v′ = 0) +N2 (RII.12)
NO(A, v
′
= 0) −→ NO(X , v” = 2) + hν248 nm (RII.13)
La production de NOβ , observable à 320 nm, est due à la recombinaison à 3 corps de N et O :
NO +N −→ O +N2 (RII.14)
N +O +N2 −→ NO(B,v′ = 0) +N2 (RII.15)
NO(B,v
′
= 0) −→ NO(X ,v” = 8) + hν320 nm (RII.16)
Le tableau II.4 rassemble les relevés d’émissions de NOγ et NOβ effectués dans l’azote pur et le
mélange Ar/15%N2 entre la décharge et le réacteur. Dans l’azote pur, on n’observe pas d’émission
due à NOγ et l’émission de NOβ reste faible. Dans le mélange Ar/15%N2, l’émission de NOγ est
forte en post-décharge proche et s’éteint rapidement alors que l’émission de NOβ est importante,
même dans le réacteur de traitement.
N2 pur Ar/15%N2
( 1 Nl/min, 5 Torr, 200 Watt) ( 1 Nl/min, 9 Torr, 100 Watt)
d (cm) I NOγ I NOβ d (cm) I NOγ I NOβ
5 0 0 5 2182 6483
15 0 87 15 0 1500
30 0 67 30 0 835
56 0 83 56 0 461
Réacteur 0 0 Réacteur 0 2611
TABLE II.4 – Intensités d’émission des systèmes NOγ à 248 nm et NOβ à 320 nm dans l’azote pur et le
mélange Ar/15%N2 pour différentes distances d’observation d au surfatron d
′
= 16 cm.
II.1.8 Autres espèces atomiques susceptibles d’interaction avec le vivant
Ces résultats ont fait l’objet d’une publication reproduite en Annexe A. La méthodologie em-
ployée et les résultats sont résumés dans les deux paragraphes ci-dessous.
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II.1.8.1 Oxygène atomique
Nous l’avons vu précédemment (§II.1.7), bien que l’oxygène ne soit présent qu’à l’état d’im-
pureté dans le gaz de post-décharge, l’émission de NOβ peut être détectée entre le surfatron et le
réacteur.
Cette émission peut être utilisée pour remonter à la concentration absolue [O] en atomes d’oxy-
gène de la post-décharge, à partir de la connaissance préalable de la concentration en atomes d’azote
[N] et du rapport des intensités mesurées Im320 et I
m
580.
En considérant que l’état NO(B,v
′
= 0) est produit par la réaction à 3 corps (RII.15), l’intensité
mesurée Im320 relevée sur la bande la plus intense de l’émission de NOβ (0− 8), centrée à 320 nm,
est donnée par la réaction :
Im320 = C
′
(320 nm).
hc
320 nm
.ANO(B, v
′
=0)
NO(B, v”=8).
[N][O][N2]kRII.15
vRNO(B,0)+[N2]k
Q
NO(B,0)
(II.11)
aN+N . Im320 = K320.[N][O] (II.12)
Où vRNO(B,0) est la fréquence de disparition radiative de l’état NO(B,v
′
= 0) (réaction RII.16) et
où kQNO(B,0) est la taux de quenching par les molécules d’azotes :
NO(B,v
′
= 0) +N2 −→ NO +N2 (RII.17)
Dont les coefficients de réaction à 300 K sont issus de la littérature :
— kRII.15 = 3.1 ·10−34cm6s−1[45] ;
— ANO(B,v
′
=0)
NO(A,v”=8) = 8.3 ·10
4s−1[44] ;
— vRNO(B,0) = 5·10
5s−1 [44] ;
— kQNO(B,0) = 6.1 ·10
−13cm3s−1 [45].
À partir des relations (II.7) et (II.12), on peut remonter à la densité d’oxygène atomique comme
suit :
Im580
Im320
=
K580
K320
.
[N]
[O]
(II.13)
⇒ [O] = [N].K580
K320
.
Im320
Im580
(II.14)
La densité d’oxygène atomique obtenue pour QN2 = 1 Nl/min, PMW = 150 W et p = 8 Torr
vaut [O] = 4.1013 cm−3, soit moins de 3% de la densité d’azote atomique obtenue dans les mêmes
conditions ([N] = 1.5 ·1015 cm−3). A notre connaissance, le taux de quenching de l’état NO(B,v′ =
0) par l’argon n’est pas disponible dans la littérature, cette méthode n’est donc pas applicable au cas
du mélange Ar/15%N2. Toutefois, il semble raisonnable d’estimer que le taux de dissociation des
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traces d’oxygène est supérieur dans le mélange Ar/15%N2 à ce qu’il est dans l’azote pur et que par
conséquent, la concentration en atomes [O] doit être plus forte dans le mélange Ar/15%N2 que dans
l’azote pur.
II.1.8.2 États métastables N2(A)
En raison de sa longue durée de vie radiative (≈ 2 s), et de son énergie élevée (6.17 eV ), le
premier état métastable N2(A) de la molécule d’azote peut avoir un impact significatif sur la chimie
de la post-décharge d’azote et sur les mécanismes d’interaction avec les micro-organismes. En post-
décharge, l’état N2(C) est essentiellement produit par la réaction :
N2(A) +N2(A) −→ N2(C) +N2(X ,v′ = 0) (RII.18)
L’émission du second système positif de l’azote à 316 nm, Im316
N2(C, v
′
= 1) −→ N2(B, v” = 0)+ hν316 nm (RII.19)
peut être utilisée à son tour pour remonter à la densité de métastables N2(A). L’intensité Im316 est
donnée par :
Im316 = C
′
(316 nm).
hc
316 nm
.AN2(C, v
′
=1)
N2(B, v”=0)
.
[N2(A)]2kRI.12
vRN2(C,1)+[N2]k
Q
N2(C,1)
(II.15)
aN+N .Im316 = K316.[N2(A)]
2 (II.16)
Où vRN2(C,1) est la fréquence de la réaction RII.19 et où k
Q
N2(C,1)
est le taux de quenching de l’état
N2(C, v
′
= 1) par les molécules d’azotes. Connaissant les taux de réactions à 300 K :
— kRI.12 = 4.1 ·10−11cm3s−1 [51] ;
— AN2(C, v
′
=1)
N2(B, v”=0)
= 1.3 ·107s−1 [44] ;
— kN2N2(C,1) = 3·10
−11s− [52] ;
— vRN2(C) = 1.3 ·10
7s−1 [50]
On obtient pour la densité du métastable d’azote N2(A) :
Im320
Im316
=
T320
R316
.
[N][O]
[N2(A)]2
(II.17)
⇒ [N2(A)] =
√
[N][O].
K320
K316
.
Im316
Im320
(II.18)
Dans nos conditions expérimentales (QN2 = 1 Nl/min, PMW = 150 W , p= 8 Torr et d
′
= 15 cm),
la concentration en métastables N2(A) de la post-décharge d’azote pur vaut 8.1010 cm−3. Cette valeur
est en bon accord avec les mesures de Sadeghi et al. [53] obtenues pour des conditions similaires de
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post-décharge par spectroscopie d’absorption laser (N2(A) ∼ 1010− 1011 cm−3) et avec les calculs
de Levaton et al. [41] (N2(A) < 1011 cm−3).
Dans le cas du mélange Ar/15%N2, le transfert d’excitation (réaction RII.9) entre les méta-
stables d’argon et l’état N2(C) va amplifier la cascade radiative vers l’état N2(B) puis vers l’état
N2(A) dont la concentration va augmenter par apport à la post-décharge d’azote pur.
Conclusion
Le tableau II.5 récapitule les effets induits par le passage d’une post-décharge d’azote pur à une
post-décharge Ar/15%N2 sur la température du gaz, le rayonnement UV-B et les différentes espèces
chimiques susceptibles d’interaction avec le vivant.
Espèces N2 (cm−3) Ar/15%N2 (cm−3) Effet
[N] 2·1015 3·1015 Positif
[O] 4·1013 > 4·1013 Négatif
[N2(A)] 8·1010 > 8·1010 Négatif
T 30 ◦C 32 ◦C Nul
UV-B Faible Non négligeable Négatif
TABLE II.5 – Effet du passage d’une post-décharge d’azote pur à une post-décharge de Ar/15%N2 sur la
température, le rayonnement UV-B et les différentes espèces chimiques.
Le mélange Ar/15%N2 permet bien d’augmenter sensiblement la concentration en atomes
d’azote de la post-décharge par rapport à une post-décharge d’azote pur. Cependant, il augmente
aussi nettement la production de rayonnement UV-B et la concentration en oxygène atomique O
et en états métastables N2(A), tous susceptibles d’une forte interaction avec la matière vivante.
Dans la suite de notre étude, nous avons par conséquent opté pour l’utilisation d’une post-décharge
d’azote pur qui nous permet de nous focaliser sur l’interaction entre les atomes d’azote et le vivant
en minimisant les autres voies d’interaction. La comparaison entre les propriétés antibactériennes
du mélange Ar/15%N2 et de l ?azote pur a toutefois été réalisée et a donné lieu à une publication
reproduite en B.
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II.2 JET DE DÉCHARGE COURONNE
Le second dispositif expérimental utilisé dans ce travail est un jet de décharge couronne. Dans
un premier temps, ce jet a été utilisé dans l’air ambiant à la pression atmosphérique. Dans un second
temps, nous avons fait fonctionner le jet couronne sous atmosphère contrôlée d’azote à la pression
atmosphérique dans des mélanges N2/x%O2 à faible teneur en oxygène (0 ≤ x ≤ 20%). Les résul-
tats présentés dans ce chapitre font état de la caractérisation électrique, thermique et spectroscopique
de la décharge couronne dans l’air ambiant et sous atmosphère contrôlée d’azote.
II.2.1 Dispositifs expérimentaux
Le dispositif de jet de décharge couronne représenté sur la figure II.14 est un dispositif d’émis-
sion de jet de plasma froid réactif en proche post-décharge dans l’air ambiant et à pression atmo-
sphérique. Ce dispositif possède une géométrie d’électrodes adaptée pour former un jet de plasma
auto projeté ne nécessitant aucune alimentation de gaz externe ni aucun système de pompage [54].
FIGURE II.14 – Représentation du dispositif expérimental de jet de décharge Couronne (Air).
La cathode est formée par un cylindre creux en cuivre d’un diamètre intérieur de 13 mm et exté-
rieur de 30 mm, relié à la masse par l’intermédiaire d’une résistance de 50 Ω. L’anode en Tungstène
est cylindrique en forme de pointe avec une section droite transversale de 1 mm et un rayon de cour-
bure de 20µm. L’anode s’étend selon l’axe du cylindre creux formé par la cathode et est supportée
par un autre cylindre creux isolant en céramique (alumine) de 8 mm d’épaisseur. La pointe est reliée
à un générateur haute tension continue modulable entre 0 et 15 kV à travers une résistance de charge
R de 25 MΩ permettant de limiter le courant dans le circuit en cas de passage à l’arc. Le jet, de
44 Chapitre II. Caracterisation physique des décharges
forme évasée, a une longueur de l’ordre de 10 mm et un diamètre de 1 à 2 mm. Les dimensions II.14
correspondent à la distance d séparant la fibre optique de l’axe du jet et à la distance d” séparant la
pointe de la matière vivante exposée au jet (d” est aussi la distance à la pointe à laquelle les spectres
présentés ci-après ont été enregistrés).
FIGURE II.15 – Photographie du jet couronne dans l’air.
Afin de pouvoir fonctionner à la pression atmosphérique dans des mélanges N2/X%O2 à teneur
raréfiée en oxygène (O 6 X 6 20%), le dispositif utilisé dans l’air ambiant a été installé dans un
réacteur de confinement cylindrique en pyrex de 17 litres (Figure II.16). Une bride amovible située
au sommet du réacteur permet :
• La Mesure de pression par jauge capacitive (MKS Baratron 0.1−1000 mbar) ;
• Le remplissage avec un débit contrôlé QN2/X%O2 (coffret d’alimentation MKS LAB 240) com-
pris entre 0.1 et 3.0 sl pm) ;
• L’introduction d’échantillons dans le réacteur.
Deux ouvertures se situant sur les côtés du réacteur permettent un passage électrique sécurisé de
la haute tension et une visée optique pour les mesures spectroscopiques. Comme pour le dispositif
II.1.1, la base du réacteur est dotée d’une connexion avec une pompe Edwards couplée à une vanne
d’étranglement qui permet de faire varier la pression entre 0 et 930 mbar. Le remplissage du réacteur
est réalisé en deux étapes : un vide primaire de l’ordre de quelques mbar est réalisé avant l’injec-
tion du mélange N2/X%O2 en flux continu jusqu’à atteindre une pression de l’ordre de 930 mbar
permettant d’assurer l’étanchéité du réacteur.
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FIGURE II.16 – Représentation du dispositif expérimental jet Couronne (N2).
II.2.2 Caractérisation électrique du jet de décharge couronne
La figure II.17 représente le montage utilisé pour la réalisation des mesures électriques sur le jet
de décharge couronne. L’alimentation en régime continu permet d’effectuer une étude paramétrique
simplifiée de la décharge, mais ne permet pas de contrôler la fréquence de répétition des impulsions
de courant et l’énergie injectée dans la décharge.
FIGURE II.17 – Représentation du montage électrique du jet de décharge couronne dans l’air (à gauche) et
le circuit électrique équivalent (à droite).
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La mesure de tension a été effectuée à l’aide d’une sonde haute tension (TEKTRONIK P6015A,
rapport de conversion de 1 pour 1000, bande passante de 100 MHz, tension maximale de 20 kV ,
impédance de 50 MΩ), le courant instantané étant mesuré par l’intermédiaire de la mesure de la
tension aux bornes d’une résistance de mesure de 50 Ω. L’intensité du courant électrique (I) et la
tension aux bornes de la décharge (UD) sont visualisés à l’aide d’un oscilloscope (LeCroy Wave-
runner 6050), qui possède quatre voies d’entrée, une bande passante de 500 MHz et une fréquence
d’échantillonnage de 5 GHz. La figure II.18.(a) représente le profil temporel de l’intensité du cou-
rant électrique instantané pour une tension de décharge UD = 11.4 kV . L’impulsion de courant dure
environ 100 ns et se reproduit avec une fréquence naturelle de 20 kHz. La puissance dissipée par la
décharge est proche de 100 mW .
FIGURE II.18 – (a) Profil temporel du courant instantané pour une tension aux bornes de la décharge UD =
11.4 kV dans l’air. (b) Variation du courant instantané crête en fonction de la tension appliquée aux bornes
de la décharge dans l’air.
La courbe caractéristique de l’évolution du maximum du courant en fonction de la tension
aux bornes de la décharge est tracée sur la figure II.18.(b). La tension UD = 8.2kV correspond à
l’apparition d’un jet de décharge couronne stable avec un courant instantané I = 2.7 mA. Le courant
(I) augmente progressivement avec l’augmentation de la tension. Au-delà de UD = 12kV , le jet
devient de moins au moins stable avec l’apparition d’arcs.
La caractérisation électrique du jet couronne n’a pas pu être réalisée sous atmosphère contrôlée
dans le réacteur de confinement en raison de fortes perturbations électromagnétiques générées sur
les instruments de mesure. Un point de fonctionnement correspondant à une tension injectée Vazote =
8.5 kV a été utilisé pour les traitements du vivant (bactéries et macromolécules organiques) sous
atmosphère d’azote pur, car il correspond visuellement le plus à la forme du jet couronne obtenue
dans l’air avec UD = 11.5 kV .
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II.2.3 Caractérisation spectroscopique du jet de décharge couronne
Les spectres d’émission du jet de décharge couronne ont été mesurés entre 200 et 900 nm avec le
même système de détection optique que celui utilisé dans la partie II.1.2. L’objectif de ces mesures
est d’identifier les espèces chimiques et les émissions les plus significatives susceptibles d’interagir
avec la matière vivante. Les paramètres de mesures utilisés en fonction des différents gaz plasma-
gènes et de la zone spectrale sont regroupés dans le tableau II.6.
Longueur d’onde Gaz Ouverture Temps Distances d et d” Réseau
(nm) de fente d’entrée (µm) d’exposition (s) (mm) (tr/mm)
200 - 500 Air 25 10 10 et 5 2400
Azote pur 25 80 300 et 7 2400
550 - 900 Air 25 80 10 et 5 1800
Azote pur 25 80 300 et 7 2400
TABLE II.6 – Paramètres d’acquisition des spectres d’émission des jets de décharge couronne dans l’air et
l’azote.
II.2.3.1 Émission spectrale observée entre 200 et 500 nm
A) Air ambiant
La figure II.19.a. présente le spectre d’émission du jet de la décharge couronne dans l’air entre
200 et 500 nm. Il est essentiellement constitué de l’émission du 2nd système positif de l’azote
(SPS) correspondant à la transition moléculaire (N2[C3Πu] −→ N2[B3Πg]), avec sept séries
de bandes d’émission dont la plus intense est celle de la transition (v
′
= 0, v” = 0) centrée à
337.1 nm. On peut observer également la présence d’une faible émission à 391.4 nm, attribuée
à la transition (0− 0) du 1er système négatif (FNS : N+2 [B3Σ+u ] −→ N+2 [X2Σ+g ]) de l’ion
moléculaire d’azote. Un agrandissement aux alentours de 400 nm est proposé sur la même
figure II.19.a’.
B) Azote pur
Le spectre d’émission observé dans l’azote pur (figure II.19.b.) montre une similitude entre
300 et 400 nm avec celui mesuré dans l’air. Il est dominé par l’émission du SPS et on observe
encore l’émission du FNS à 391.4 nm. Cependant d’autres émissions sont détectables :
â Les bandes d’émission de NOγ entre 200 et 300 nm ;
â Les bandes d’émission de OH entre 300 et 320 nm ;
â L’émission de NH à environ 336 nm.
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FIGURE II.19 – (a.) Spectre d’émission mesuré dans l’air entre 200 et 500 nm (UD = 11.5 kV , d” = 5 mm).
(a
′
). agrandissement aux alentours de 400 nm ; (b.) Spectre d’émission mesuré dans l’azote entre 200 et
500 nm (Vazote = 8.5 kV , d” = 7 mm). (b
′
). agrandissement aux alentours de 400 nm.
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Ces différences, a priori paradoxales, s’expliquent par l’alimentation en gaz du réacteur de
confinement qui injecte des impuretés d’oxygène dans le jet de décharge couronne, conduisant
à la formation de la molécule NO par la réaction RII.4 et de l’état radiatif NO(A) émetteur de
NOγ par la réaction RII.12 avec les métastables d’azote N2(A) (RII.12). La non-observation
de l’émission de NOγ dans l’air est liée à la grande différence entre les taux de quenching de
NO(A) par l’azote et l’oxygène moléculaire.
NO(A2Σ+)+O2 −→ NO(X2Π)+O2 (kRII.20 = 10−10 cm3s−1)[55] (RII.20)
NO(A2Σ+)+N2 −→ NO(X2Π)+N2 (kRII.21 = 10−13 cm3s−1)[56] (RII.21)
Dans l’air, la réaction RII.20 dépeuple collisionnellement l’état NO(A) et éteint l’émission de
NOγ . Pour les mélanges à faible teneur en oxygène, la réaction RII.20 devient peu efficace et
n’est pas compensée par le processus RII.21.
∗ L’émission de NOγ mesurée à 237 nm dans les mélanges N2/X%O2 à faible teneur en
oxygène (0 6 X 6 20%) passe par un maximum à 0.3% de O2 comme le montre la figure
II.20 et disparaît quasiment lorsque le mélange contient plus de 5% de O2 (figure II.21).
FIGURE II.20 – Évolution de l’intensité d’émission de NOγ à 237 nm en fonction de la teneur en oxygène des
mélanges N2/X%O2 (X 6 20%) pour QN2+ X%O2 = 1Nl/min, p = 930 mbar, d = 30 cm et d” = 0.7 cm.
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FIGURE II.21 – Spectre d’émission de NOγ dans les mélanges N2/X%O2 (X 6 20%) pour QN2+ X%O2 =
1Nl/min, p = 930 mbar, d = 30 cm et d” = 0.7 cm.
∗ ∗ L’émission de OH est présentée sur la figure II.22. Elle provient de la dissociation des
impuretés de vapeur d’eau suivant la réaction :
N2(A)+H2O−→ N2+H +OH(A2Σ+) (RII.22)
OH(A2Σ+) −→ OH(X2Π3/2)+ hνOH (RII.23)
L’état émetteur OH(A) est lui aussi préférentiellement quenché par les molécules d’oxygène
selon le processus RII.24, avec un taux 10 fois supérieur à celui du quenching par les molé-
cules d’azote [57]. L’émission de OH disparaît pour des pourcentages d’oxygène supérieurs à
5%, ce qui explique qu’on ne puisse l’observer dans les mélanges riches en oxygène.
OH(A2Σ+)+O2 −→ OH(X2Π3/2)+O2 (kRII.24 = 10−10 cm3s−1)[58] (RII.24)
FIGURE II.22 – Évolution du spectre d’émission de OH observé entre 306 et 310 nm dans les mélanges
N2/x%O2, d” = 7 mm.
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∗ ∗ ∗ L’émission de NH (figure II.23) est produite par la recombinaison entre les atomes
d’azote et la molécule OH :
OH(A2Σ+)+N −→ NH(A3Π+)+O (RII.25)
NH(A3Π+) −→ NH(X3Σ−)+ hνNH (RII.26)
L’état NH(A) est lui aussi quenché par les molécules d’oxygène présentes dans l’air
ambiant[59] et son émission disparaît pour des pourcentages d’oxygène de quelques %.
NH(A3Π+)+O2 −→ NH(X3Σ−)+O2 (kRII.27 = 3.4 ·10−11 cm3s−1)[60] (RII.27)
FIGURE II.23 – Évolution du spectre d’émission de NH observé à 336 nm dans les mélanges N2/x%O2,
d” = 7 mm.
II.2.3.2 Émission spectrale observée entre 550 et 900 nm
Au-delà de 500 nm, les spectres obtenus dans l’air et dans l’azote sont similaires et essentielle-
ment composés de l’émission du 1er système positif de l’azote (figure II.24).
FIGURE II.24 – Spectre d’émission observé entre 550 et 900 nm dans l’air UD = 11.5 kV d” = 5 mm et une
ouverture de fonte de 25 µm.
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L’émission la plus intense correspond aux séquences vibrationnelles ∆v = −2 et ∆v = −3
(contrairement à la post-décharge pour laquelle on observait essentiellement la séquence ∆v =−4).
Dans l’air, on observe également l’émission du système Schumann-Runge de l’oxygène (transi-
tion O2 B3Σ−u −→ O2 X3Σ−g ) vers 760 nm quelques raies d’émission atomique provenant des états
O(5P) à 777.4 nm et O(3P) à 844 nm.
II.2.4 Température du gaz
A) Air ambiant
Dans l’air la mesure de la température rotationnelle de la décharge couronne a été réalisée avec
la même méthode spectroscopique que celle utilisée en II.1.6 pour la post-décharge d’azote.
La variation de la température rotationnelle mesurée à d” = 5 mm de la pointe en fonction de
la tension UD injectée aux bornes de la décharge est reportée sur le tableau III.7.
UD (kV) P1 P2 Trot (K) Trot ◦C
10.1 12058 11430 364.5 91.5
11.2 13827 12644 339.9 66.9
11.4 15037 13776 341.1 68.1
11.5 22213 19584 317.5 44.5
11.7 26660 23299 312.3 39.3
11.8 48052 41155 301.1 28.1
11.9 56636 48571 301.8 28.8
12.5 73650 63056 300.9 27.9
TABLE II.7 – Température rotationnelle de la décharge couronne mesurée dans l’air ambiant à d” = 5 mm à
l’aide du rapport P1/P2.
On remarque que la température de la décharge augmente lorsque la tension injectée dimi-
nue. Cette variation est certainement liée à la variation du diamètre du jet, celui-ci étant plus
diffus à forte tension qu’à faible tension, où le canal ionisé est plus filamentaire. L’énergie
injectée dans la décharge est donc répartie sur un volume plus important à forte tension et la
température résultante du jet plus faible.
Pour le point de fonctionnement choisi pour les traitements de bactéries ou de biomolécules
(UD = 11.5 kV ), la température rotationnelle est de 44.5 ◦C et reste compatible avec des trai-
tements proches de la température ambiante.
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B) Atmosphère contrôlée d’azote
Dans le réacteur d’azote, les spectres sont enregistrés loin de la décharge (d = 30 cm) et donc
peu intenses. Il est alors délicat d’utiliser la méthode P1/P2 pour obtenir la température ro-
tationnelle de la décharge. Nous avons préféré utiliser l’émission de OH, due aux impuretés
de vapeur d’eau. Le spectre mesuré a été comparé à un spectre simulé par le logiciel (LIF-
BASE) (figure II.25) avec une résolution équivalente à celle du dispositif d’acquisition utilisé
(0.2 nm).
FIGURE II.25 – Spectre d’émission de OH (A2Σ+−X2Π3/2). a. Spectre mesuré entre 306 et 310 nm dans
l’azote Vazote = 8.5 kV , QN2 = 1Nl/min, p = 930 mbar, d
” = 0.7 cm et une ouverture de fonte de 25 µm. b.
spectre synthétique obtenu avec le logiciel LIFBASE, résolution de 0.2 nm, p = 930 mbar.
La température rotationnelle obtenue est estimée à T N2rot = 900K±100K et ne paraît pas com-
patible avec des traitements du vivant. Il est cependant à remarquer que la température me-
surée via l’émission de OH est la température rotationnelle de la décharge. Comme indiqué
en II.2.2, la durée de l’impulsion de courant correspondant à la durée de vie effective de la
décharge est de l’ordre de la centaine de ns, avec une fréquence de répétition des impulsions
voisine de 20 kHz. Le transfert thermique de la décharge vers le gaz environnant est donc
vraisemblablement très faible et l’échauffement du gaz extrêmement limité. Ce résultat a été
confirmé récemment dans l’air par Meziane et al.[61] pour une décharge couronne en confi-
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guration pointe-plan où il est fait état d’une augmentation de la température du gaz de l’ordre
d’une vingtaine de degrés.
Une validation qualitative de cette hypothèse a été réalisée à l’aide d’échantillons polymères
thermosensibles. Exposés à une température régulée sur une plaque chauffante, on observe
une forte déformation des échantillons polymères à partir de 50 ◦C. Exposés pendant 20 min
au jet de décharge couronne dans l’air ou sous atmosphère d’azote, aucune modification du
polymère n’est observée. On peut donc en conclure que la température de gaz du jet de dé-
charge couronne est au plus de 45 ◦C.
Conclusion
Le tableau II.8 résume les résultats obtenus ainsi que les conditions opératoires utilisées pour la
réalisation des mesures en post-décharge et en jet de décharge couronne. Les paramètres en bleu ont
été sélectionnés dans la suite de ce travail pour l’étude des mécanismes d’interaction entre l’azote
pur et le vivant.
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IIIÉTUDE DE L’INTERACTION DES
BACTÉRIES AVEC LES ESPÈCES
PRODUITES EN PHASE PLASMA
L’OBJECTIF de ce chapitre est d’étudier l’interaction des espèces produites par plasma avec lesbactéries.
Le modèle bactérien choisi est Escherichia coli.
Les plasmas utilisés sont la post-décharge micro-ondes d’azote fonctionnant à basse pression
(BP) et le jet de décharge couronne fonctionnant dans l’air et sous atmosphère d’azote à la pression
atmosphérique (PA). Notre étude s’effectue en trois étapes :
1. Validation des conditions plasma prédéfinies dans le chapitre II sur le modèle bactérien ;
2. Identification des facteurs favorisant et limitant cette interaction ;
3. Réflexion sur la nature de l’interaction "plasma/bactérie" (tests de viabilité).
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III.1 TEST DE REPOUSSE SUR E. coli
Dans l’étude de l’interaction des décharges avec le vivant, nous utilisons un type bactérien :
Escherichia coli (E.coli). Ce choix se justifie par différentes raisons, Block [62] :
â E.coli est l’une des bactéries les plus étudiées et les mieux connues dans le domaine de la
microbiologie, physiologie et génétique. Ainsi le milieu de culture adapté, le temps et les
conditions d’incubation optimales sont bien documentés et maîtrisés ;
â En ce qui concerne son type respiratoire, c’est une bactérie aéro-anaérobie facultative, ce qui
facilite nos conditions de culture ;
â E.coli est une bactérie dite "Gram négatif". A la différence des bactéries "Gram positif", elle
bénéficie d’une membrane externe supplémentaire ;
La souche modèle de Escherichia coli (E. coli) utilisée dans notre étude est une souche de ré-
férence issue de la collection de l’institut Pasteur (CIP), identifiée sous le numéro CIP 54.8 T. Ses
caractéristiques microbiologiques sont reportées dans le tableau III.1.
Structure Durée et température Condition de Milieu de
d’incubation culture culture
E. coli Gram 18 heures à 37 ◦C Aérobie Luria Bertani
(CIP 54.8 T) négatif (LB)
TABLE III.1 – Conditions d’incubation de E. coli, Sherwood, [7].
III.1.1 Protocole microbiologique
La première étape de notre étude consiste à élaborer un protocole microbiologique commun,
applicable aux deux décharges étudiées. Ainsi, quelque soit le dispositif plasma choisi, les bactéries
sont exposées et récupérées selon un protocole standardisé. Il est décrit dans la figure III.1.
Cette figure représente le protocole microbiologique en 3 étapes :
1. Après une nuit d’incubation dans un bouillon de Luria-Bertani (LB) à 37 ◦C, les bactéries
sont centrifugées (10 min,4000 rpm) et immergées dans de l’eau distillée stérile/pure. Une
gouttelette de 10 µl est déposée sur une lamelle de verre stérile puis placée dans la chambre
de traitement, dans une boîte de Petri ouverte. Le séchage de la gouttelette (dessiccation)
s’effectue par une exposition au vide (15 min à 0.01 Torr). La descente en pression s’effectue
lentement et avec un contrôle visuel sur les bactéries. Un film bactérien de 5 à 10 mm de
diamètre en résulte. Au cours de cette première étape, 2 témoins sont réalisés :
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FIGURE III.1 – Protocole microbiologique.
â Témoin bouillon (TB) : avant le passage au vide, il permet de donner une idée de la
concentration bactérienne de départ dans le bouillon initial. Ce témoin permet de valider
nos conditions de culture avec un bouillon dont la concentration en E. coli est toujours
comprise entre 108 et 107 u f c/ml ;
â Témoin vide (TV) : après le passage au vide, il permet de donner la concentration bacté-
rienne avant exposition au plasma est de quantifier l’action du vide. Dans nos résultats,
nous tenons compte de l’action du vide en apportant le facteur correctif lié à cette action.
Type d’échantillon Intérêt
Témoin bouillon (TB) Charge bactérienne initiale, non soumise au vide,
non soumise au plasma
Témoin vide (TV)
Échantillon soumis uniquement à l’action du vide
durant 15 min - valeur de la concentration bacté-
rienne avant action du plasma. C’est la concentration
de départ présentée dans nos graphiques, au temps
t = 0.
Échantillon bactérien Soumis à l’action du vide + plasma.
TABLE III.2 – Types d’échantillons utilisés.
2. Les échantillons ainsi préparés sont soumis à la post-décharge micro-ondes d’azote pur ou au
jet de décharge couronne (dans l’air ou en atmosphère contrôlée d’azote pur). Les conditions
d’exposition peuvent varier (temps d’exposition, température, puissance, distance d”...).
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3. A l’issue des expositions, l’échantillon est immergé dans 1 ml de bouillon LB. Les bactéries
sont ensuite récupérées après une agitation mécanique douce de 90 s. 100 µl de la suspen-
sion bactérienne sont ensuite étalés sur géloses (éventuellement après dilutions sériées). Les
géloses sont incubées à 37 ◦C pendant 18 h, le dénombrement des colonies est effectué par
comptage manuel. Chaque série d’exposition est reproduite 3 fois.
III.1.2 Facteurs limitants/stimulants
La méthode la plus largement utilisée pour évaluer l’effet du plasma sur les micro-organismes est
la réalisation des courbes de survie [26], [63] et [64]. Ces courbes sont habituellement réalisées sous
forme semi-logarithmique et représentent le nombre de bactéries cultivables (formation de colonies)
en fonction du temps d’exposition au plasma. L’axe des ordonnées sur les graphiques présentés
correspond au calcul suivant :
Nombre des ufc sur ge´lose apre`s traitement
Nombre des ufc sur ge´lose du Te`moin vide
× 100 (III.1)
Les différentes conditions d’exposition sont présentées dans le tableau III.3 :
Type de décharge Pression de travail Facteurs étudiés
Post-décharge
d’azote
BP : traitement à
basse pression
Milieu de suspension des bactéries (LB, Eau)
Puissance micro-ondes injectée
Température (température ambiante et 60 ◦C)
Présence ou absence de rayonnement UV
Décharge couronne
PA : traitement à
pression
atmosphérique
Distance source/échantillon (10 et 5 cm)
Température (20 ◦C et 40 ◦C)
Environnement gazeux (Azote, Air)
Présence ou absence de rayonnement UV
TABLE III.3 – Plan des expérimentations présentées dans ce chapitre.
III.1.2.1 Interaction de la post-décharge d’azote sur E. coli à pression réduite
1) Effet du milieu de suspension des bactéries
A) Conditions expérimentales testées
Le protocole microbiologique décrit précédemment est utilisé. La dessiccation des
bactéries est réalisée en présence (LB) ou en absence (eau stérile) de leurs milieux de
culture. Les paramètres de la post-décharge sont : un débit d’azote à 1.0 Nl min, une
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pression de 5 Torr, une puissance micro-ondes de 100 W , la distance totale entre le
surfatron et l’entrée de la chambre de traitement étant fixée à D+ d
′
= 45 cm, les para-
mètres correspondent à un fonctionnement en régime de post-décharge lointaine, à une
température de 23 ◦C (cf. Table II.3) et à une densité en azote atomique de l’ordre de
1.1 ·1015 cm−3 (cf. Fig II.8). Les temps d’exposition varient de 0 à 30min.
B) Résultats
La figure III.2 confirme les résultats obtenus par Cousty et al.[65]. Pour une
même concentration initiale de bactéries, l’action des atomes d’azote est plus impor-
tante lorsque les bactéries sont en dilution dans l’eau plutôt qu’en dilution dans le LB.
FIGURE III.2 – Courbe d’inactivation obtenue avec une post-décharge d’azote pur lorsque les bactéries E.
coli sont déssiquées dans le bouillon LB et dans l’eau distillée (QN2 = 1.0 Nl min, p = 5 Torr, PMW = 100 W
et D+ d
′
= 45 cm).
C) Analyse et discussion
Le milieu LB est composé de différents éléments : Caséine, Levure, Chlorure de
sodium. Ces différentes macromolécules représentent des cibles potentielles pour les es-
pèces actives produites pas le plasma (atomes d’azote). La diminution de l’interaction
lorsque les bactéries sont déssiquées dans leurs bouillons de culture peut donc s’expli-
quer par le fait qu’elle se trouvent protégées de l’interaction par la présence des macro-
molécules du bouillon mais aussi par la consommation d’une fraction des atomes de la
post-décharge par ces mêmes macromolécules.
Pour la suite de l’étude, nous exposerons des bactéries séparées par centrifugation de leur
bouillon de culture et en suspension dans de l’eau distillée et stérile.
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2) Effet combinatoire de la puissance micro-ondes et de la température
A) Conditions expérimentales testées
Le protocole microbiologique, décrit au §III.1.1 est repris ici. Les bactéries exposées
sont en dilution dans de l’eau distillée stérile. Trois expériences sont réalisées :
1- Les échantillons bactériens sont soumis à la post-décharge, pour des temps d’ex-
position compris entre 0 et 40min. Les paramètres de la post-décharge étant identiques
à ceux utilisés précédemment.
2- La puissance micro-ondes injectée est portée à 200 W , tous les autres paramètres
restant inchangés. Dans ces conditions, La température du gaz de post-décharge aug-
mente légèrement, passant de 23 ◦C à 30 ◦C (cf. Table II.3) et la concentration en atomes
N double quasiment ([N] = 2.0 ·1015 cm−3) (cf. Fig II.8).
3- L’expérience est tirée de Sarrette et al. [66] où l’enceinte de traitement a été chauffée
à 60 ◦C par un système de couverture chauffante recouvrant les parois. Les échantillons
bactériens sont soumis à la post-décharge d’azote, pour des temps d’exposition compris
entre 0 et 40min dans les mêmes conditions expérimentales (p = 4 Torr).
B) Résultats
On observe une augmentation importante de l’interaction entre les bactéries et la
post-décharge lorsque (figure III.3) :
â la température de traitement restant voisine de l’ambiante (T ∼ 32 ◦C), on augmente
la concentration en espèces atomiques ;
â à concentration atomique égale, on augmente la température de traitement.
C) Analyse et discussion
A 100 W et après 40min d’exposition à la post-décharge d’azote, nous obtenons le
même taux d’interaction que Villeger et al. dans les mêmes conditions de travail (mon-
tage et protocole) à température ambiante [17]. La décroissance bactérienne se fait ra-
pidement durant les 10 premières minutes d’exposition pour arriver à environ −2 log
de la charge bactérienne initiale. Après 10 min, l’efficacité de l’interaction ralentit pour
arriver à environ −2.5 log après 40 min de traitement.
Quand on augmente à 200 W la puissance micro-ondes, l’augmentation de la densité
atomique ne modifie pas sensiblement le taux d’interaction au cours des 10 premières
minutes de l’exposition. Par contre, il permet d’atteindre un seuil d’inactivation de 10−6
en 20 min d’exposition, à la différence des résultats obtenus pour PMW = 100 W . A
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FIGURE III.3 – Effet de la puissance micro-ondes PMW et de la température sur les courbes d’inactivation
obtenues pour des bactéries E. coli exposées à la post-décharge d’azote pur (Qgaz = 1.0 Nl/min et D+d
′
=
45 cm).
200 W , la courbe d’inactivation présente une allure mono-pente, à l’inverse de l’allure
bi-pente obtenue à 100 W .
Ce comportement mono-pente peut toutefois être retrouvé à 100 W à la condition
d’augmenter la température de traitement. La pente correspondante de la courbe d’inac-
tivation est cependant plus faible pour le couple (PMW = 100 W , T = 60 ◦C) que pour
le couple (PMW = 200 W , T = 32 ◦C). Il semble donc que l’effet d’une augmentation de
la température sur l’efficacité d’inactivation soit moindre que l’effet d’une augmentation
de la densité en atomes.
Pour la suite de l’étude, nous travaillons avec une puissance micro-ondes de 200 W corres-
pondant à une température de traitement d’environ 30 ◦C.
3) Effet du rayonnement UV
Le but de cette expérience est de vérifier l’influence du rayonnement UV (NOβ ) observé
en faible émission à environ 320 nm, sur les mécanismes d’interaction de l’azote pur en post-
décharge.
A) Conditions expérimentales testées
Un filtre MgF2 est placé en tant que couvercle sur une boîte de Pétri ouverte conte-
nant le film bactérien. Le filtre (passe-haut) présente une longueur d’onde de coupure
à 120 nm et va donc laisser passer tout rayonnement de longueur d’onde supérieure à
120 nm, dont celui produit par NOβ à 320 nm, tout en réduisant considérablement l’ac-
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cès aux espèces actives provenant de la post-décharge d’azote, notamment les atomes
d’azote.
Le protocole microbiologique utilisé reste inchangé (§III.1.1), les bactéries exposées
étant en dilution dans de l’eau stérile. Les conditions de post-décharge sont identiques
et correspondent au couple (PMW = 200 W , T = 32 ◦C). Les temps d’expositions varient
de 0 à 40min.
B) Résultats
Les courbes de survie obtenues avec et sans le filtre sont données sur la figure III.4.
FIGURE III.4 – Effet du rayonnement UV sur les courbes d’inactivation obtenues pour des bactéries E. coli
exposées à la post-décharge azote pur, avec et sans filtre MgF2 (QN2 = 1.0 Nl/min, PMW = 200 W, p= 5 Torr,
T ∼ 30 ◦C et D+ d ′ = 45 cm).
Avec le filtre MgF2, une inactivation inférieure à −1 log est obtenue après 40 min de
traitement à la post-décharge d’azote. On rappelle qu’après seulement 20 min d’expo-
sition sans le filtre, on obtient une inactivation de −6 log de la population initiale d’E.
coli.
C) Analyse et discussions
Le rayonnement NOβ est généré par la recombinaison à 3 corps (RII.15) de N et O
et produit dans la totalité du volume du réacteur. Il ne peut atteindre les bactéries qu’à la
condition de ne pas être réabsorbé.
Pour une post-décharge N2−2%O2 (plus riche en oxygène que celle utilisée dans la
présente étude), il a été montré par Kutasi et al, par modélisation que l’ordre de grandeur
de la concentration de NO(X) présente dans la post-décharge était de l’ordre de 1 ppm
[67]. Pour un mélange N2−0.2%O2 dans des conditions similaires de post-décharge, la
densité de NO(X) calculée par Pintassilgo et al, est inférieure à 5 ·109 cm−3 [68]. Avec
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une telle densité, la probabilité de la réabsorption du rayonnement NOβ est très faible et
les photons UV émis dans l’ensemble du volume du réacteur sont capables d’interagir
avec les bactéries. Comme ce volume est réduit de moins de 2% par la présence du filtre
MgF2, on démontre ainsi que l’interaction du rayonnement UV à 320 nm avec l’ADN
bactérien n’est pas le mécanisme majeur de l’inactivation par la post-décharge d’azote.
Nos résultats, obtenus avec une post-décharge d’azote pur sont très différents de
ceux obtenus par Boudam et al [69], sur des spores (B. atrophaeus) à l’aide d’une
post-décharge N2/0.3%O2 et d’un protocole très semblable au notre. Avec ce mélange
N2/0.3%O2, il est fait état d’une très faible différence entre les courbes d’inactivation
obtenues en présence et en absence de filtre.
Dans de récents travaux réalisés par la même équipe [70], Moisan assure que l’agent
principal responsable du processus d’inactivation par les post-décharges (N2/O2) est le
rayonnement UV émis par NOγ entre 205 et 280 nm. Une émission que nous n’observons
pas dans nos expériences avec l’azote pur. Les mécanismes d’interaction dans les post-
décharges N2/0.3%O2 et N2 semblent être donc totalement différents.
III.1.2.2 Interaction de la décharge couronne avec E. coli à pression atmosphérique
1) Effet de la distance et de la température
A) Conditions expérimentales testées
Le protocole microbiologique utilisé pour les expérimentations avec le jet de décharge
couronne dans l’air et à pression atmosphérique est le même que celui décrit précédem-
ment (§III.1). Les bactéries sont en dilution dans l’eau distillée stérile. La tension aux
bornes de la décharge est fixée à 11.5 kV . Les temps d’exposition varient de 0 à 30min.
Quatre séries d’expérimentations sont proposées dans lesquelles nous avons fait varier
la distance séparant la pointe des bactéries (5 et 10 mm) et la température de traitement
(20 ◦C ou 40 ◦C ).
Pour les températures supérieures à l’ambiante, le film bactérien déssiqué obtenu par
passage lent de la lamelle au vide est placé sur une plaque chauffante thermo-régulée,
après obtention de l’équilibre thermique.
B) Résultats
Sur la figure III.5 sont présentés les résultats des quatre expérimentations.
Le tableau III.4 reprend quelques résultats tirés de cette même figure.
Avec la diminution de la distance d”, entre la pointe et les bactéries exposées sur la
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FIGURE III.5 – Courbes d’inactivation obtenues pour des bactéries E. coli exposées au jet de décharge
couronne dans l’air ambiant, pour deux températures et deux distances d” de traitement différentes (UD =
11.5 kV ).
Distance (d”) 5 mm 10 mm
Température d’exposition 20 ◦C 40 ◦C 20 ◦C 40 ◦C
Taux d’interaction ∼ 5 log 6 log ∼ 2 log ∼ 4 log
TABLE III.4 – Efficacité l’interaction obtenue après 30 min d’exposition au jet de décharge couronne fonc-
tionnant dans l’air ambiant en fonction de la distance pointe-bactéries.
lamelle, on observe que l’efficacité de l’interaction augmente. A distance égale, plus la
température est élevée, plus l’inactivation augmente.
C) Analyse et discussions
A la température ambiante, lorsque la distance (pointe/bactéries) est grande (d” =
10 mm), l’interaction entre les espèces actives de la décharge et les micro-organismes
est relativement faible. Deux effets déjà mis en évidence avec la post-décharge à basse
pression sont observés :
â l’ajout d’un chauffage modéré (40 ◦C) augmente le degré d’interaction. La tempé-
rature semble agir comme un catalyseur potentialisant l’action du jet de décharge ;
â cet effet thermique peut également être obtenu en diminuant la distance
(pointe/bactéries), c’est-à-dire en augmentant les concentrations d’espèces actives
au voisinage des micro-organismes.
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Par contre, pour d” = 5 mm, l’augmentation du degré d’interaction lié au chauffage est
moins prononcé.
2) Effet de l’environnement gazeux
A) Conditions expérimentales testées
Deux environnements gazeux ont été testés dans le réacteur de confinement : l’azote
pur et le mélange N2/0.3%O2 dont on a vu (cf. Fig II.20) qu’il maximisait la production
de rayonnement UV de NOγ à 237 nm. Les efficacités bactéricides de ces deux envi-
ronnements ont été comparées à celle obtenue dans l’air ambiant en utilisant le même
protocole microbiologique.
Les conditions plasma sont présentées dans le tableau suivant :
Environnement gazeux Conditions
Air
Tension aux bornes de la décharge = 11.5 kV
Distance = 5 mm
Température ambiante
N2 pur et mélange
N2/X%O2
Tension = 8.5−13.5 kV
Débit d’azote = 1Nl/min
Pression = 930 mbar
Distance fixe = 7 mm
Température ambiante
TABLE III.5 – Comparaison des conditions plasma utilisées dans l’air, sous atmosphère d’azote et dans le
mélange N2/0.3%O2.
B) Résultats
La comparaison entre les courbes de survie obtenues pour E. coli dans l’air ambiant
et sous atmosphère contrôlée d’azote est présentée Figure III.6. On y constate que l’in-
teraction avec les espèces réactives de l’azote (Reactive Nitrogen Species ou RNS) est
globalement inférieure à celle obtenue avec les espèces réactives de l’oxygène ((Reactive
Oxygen Species ou ROS), sans toutefois être négligeable puisque correspondant à une
efficacité bactéricide de −2 log en 10 min d’exposition. Contrairement à ce qui est ob-
tenu dans l’air, cette efficacité n’évolue plus au-delà de 10 min d’exposition alors qu’elle
continue à progresser dans l’air ambiant.
Si l’on compare maintenant les taux d’inactivation obtenus après 20 min d’exposition
à la décharge couronne dans les trois gaz plasmagènes étudiés, on obtient des efficacités
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FIGURE III.6 – Courbes de survie obtenues pour des bactéries E. coli exposées au jet de décharge couronne
dans l’air ambiant (UD = 11.5 kV , d” = 5 mm) et sous atmosphère contrôlée d’azote (Vazote = 8.5 kV , QN2 =
1Nl/min, p = 930 mbar, d” = 7 mm).
très voisines pour l’azote et le mélange N2/0.3%O2 mais inférieures à celle obtenue
dans l’air ambiant.
FIGURE III.7 – Pourcentage de bactéries survivantes obtenues après 20 min d’exposition au jet de décharge
couronne dans l’azote, le mélange N2/0.3%O2 et l’air ambiant (VN2+X%O2 = 8.5− 13.5 kV , QN2+X%O2 =
1Nl/min, p = 930 mbar, d” = 7 mm).
C) Analyse et discussions
Cette différence comportementale s’explique de par la nature différente des espèces
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chimiques produites dans les trois gaz, synthétisée Table III.6 à partir des résultats de
l’étude spectroscopique et présentés en II.2.3.
Mélanges espèces générées
N2 N2, N+2 , OH, NH et NOγ (présence de rayonnement UV)
N2+ 0.3%O2 N2, N+2 , OH, NH et NOγ (maximum de rayonnement UV)
N2+ 20%O2 N2, N+2 et O3 (pas de rayonnement UV)
TABLE III.6 – principales espèces générées par le jet de décharge couronne en fonction du mélange de gaz
utilisé.
Au vu de ce tableau, il est vraisemblable de penser que l’ozone est la principale
espèce chimique responsable de l’inactivation bactérienne dans l’air alors que c’est le
rayonnement UV qui semble être le vecteur principal de l’inactivation dans les mélanges
à faible teneur en oxygène.
Pour vérifier ces hypothèses, nous avons intercalé le même filtre MgF2 que celui utilisé
pour l’étude à basse pression entre le film bactérien et la décharge, permettant d’isoler
les bactéries de l’action des espèces réactives tout en laissant passer le rayonnement UV.
Les résultats obtenus sont présentés Figure III.8.
Dans l’air, à 40 ◦C et en présence du filtre MgF2, le taux d’inactivation obtenu est
très faible (proche de −1 log) et équivalent à celui obtenu par la simple action d’un
chauffage à 40 ◦C, la décharge étant éteinte. En absence du filtre, le taux d’inactivation
passe à−4 log en 30 min, ce qui valide l’hypothèse de la responsabilité des ROS (l’ozone
O3 en majeure partie) dans les mécanismes d’inactivation dans les mélanges N2/x%O2
riches en oxygène.
Dans l’azote, à température ambiante et en présence du filtre MgF2, le taux d’inactiva-
tion est de −1.6 log après 30 min d’exposition au jet de décharge couronne. Bien qu’in-
férieur, il reste assez voisin du taux d’inactivation obtenu en présence du filtre (−2 log).
Ce résultat confirme bien que, dans les mélanges à faible teneur en oxygène comprenant
peu d’ozone mais forts émetteurs de rayonnement UV, ce dernier est l’agent antibacté-
rien majoritaire, dont l’action est complétée par la présence des RNS.
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FIGURE III.8 – Effet du rayonnement UV sur l’inactivation de bactéries E. coli exposées au jet de décharge
couronne avec et sans filtre MgF2. a. Air ambiant, UD = 11.5 kV , d” = 5 mm. b. Atmosphère contrôlée d’azote,
Vazote = 8.5 kV , QN2 = 1Nl/min, p = 930 mbar et d
” = 7 mm.
Conclusion
L’objectif de ce paragraphe était de mettre en évidence les facteurs limitant et stimulant
entrant en jeu dans le processus d’interaction avec les bactéries. Pour ceci, deux types de décharges
ont été étudiées en fonction de différents paramètres :
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1. Une post-décharge micro-ondes d’azote à pression réduite
• Temps d’exposition ;
• Puissance micro-ondes ;
• Milieu de dilution des bactéries ;
• Filtre UV ;
• Température de l’enceinte.
Une "non-repousse" maximale peut être atteinte par deux jeux de paramètres :
â en 40 min avec une puissance micro-ondes de 100 W à condition de chauffer à 60 ◦C ;
â en 20 min à la température ambiante et en doublant la puissance micro-ondes, ce qui a
pour effet de doubler la concentration en atomes d’azote pouvant interagir avec les bac-
téries, déssiquées à partir d’un bouillon initial en suspension dans l’eau distillée stérile.
Le rôle des UV dans les mécanismes d’inactivation ne semble pas être prépondérant.
2. Un jet de décharge couronne à pression atmosphérique dans l’air ambiant et sous atmosphère
contrôlée d’azote et de N2/0.3%O2
• Nature du gaz vecteur ;
• Temps d’exposition ;
• Milieu de dilution des bactéries ;
• Filtre UV ;
• Distance entre les bactéries et le jet ;
• Température du support.
Dans l’air ambiant, la "non-repousse" est maximale pour des temps d’exposition de l’ordre
de 30 min, avec des supports chauffés à 40 ◦C, les bactéries ayant été déssiquées à partir d’un
bouillon initial en suspension dans l’eau distillée stérile. L’effet antibactérien ne semble pas
être lié à la présence de rayonnement UV mais à la génération d’espèces chimiques réactives
(en particulier l’ozone) par la décharge.
Sous atmosphère d’azote, la "non-repousse" est maximale et n’évolue pas pour des temps
d’exposition compris entre 10 et 30 min. Le rayonnement UV a un effet dominant dans l’in-
teraction, complété par l’action des RNS.
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Ces résultats sont résumés dans le tableau III.7.
Gaz Temps LB - Eau UV Échauffement Intensité
d’interaction
Post-décharge Azote 40 min X - X O X 6 log
Jet de décharge Air 30 min X - X O X ∼ 5 log
couronne Azote 20 min X - X X - ∼ 2 log
TABLE III.7 – Conditions permettant l’obtention d’un maximum d’interaction, quantifiée par le taux d’inac-
tivation de bactéries E. coli. Facteurs (X) : limitant, (X) : stimulant, (O) : pas d’effet ,(-) : non testé.
Les tests de repousse ont montré une interaction forte entre le plasma et les bactéries. Dans le
paragraphe suivant, nous cherchons à qualifier cette interaction : les bactéries traitées sont elles
non viables ou non cultivables ?
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III.2 ANALYSES DE LA VIABILITÉ BACTÉRIENNE
La méthodologie de dénombrement utilisée précédemment assimile la viabilité d’une bactérie
à sa capacité à former une colonie. Cependant, la définition de ce qu’est une bactérie viable reste
contestée dans la mesure où il existe des formes dites VBNC (Viables But Non Culturable) pour
lesquelles les bactéries gardent une activité métabolique réduite mais ne sont plus capables de former
des colonies [71], [72] et [73]. Le fait que de telles cellules puissant être pathogènes ou redevenir
cultivables est encore controversé [74] et [75].
Pour pouvoir être cultivable, une bactérie doit être en mesure d’assurer trois fonctions fonda-
mentales :
â son métabolisme fonctionnel −→ système respiratoire, intégrité membranaire et physique ;
â sa capacité de croissance −→ allongement ;
â sa capacité de division −→ formation de colonie.
Dès lors, s’il est possible d’inhiber l’une au moins de ces trois fonctions (par exemple la divi-
sion), une bactérie peut très bien être capable d’assurer le bon fonctionnement de son métabolisme
et de grandir sans être en mesure de former une colonie.
La mise en évidence de l’état VBNC ne peut donc se faire que par l’utilisation de méthodes ne
faisant pas intervenir la mise en culture, dont les plus communes font appel au marquage fluores-
cent. Deux de ces méthodes (MTT et DAPI) ont été utilisées sur les bactéries E. coli soumises aux
dispositifs de post-décharge d’azote et au jet de décharge couronne.
III.2.1 Test MTT
Le principe du test MTT repose sur la réduction du sel de tétrazolium MTT par une enzyme
de la chaîne respiratoire située sur la membrane interne des mitochondries contenues dans le cy-
toplasme. La réaction produit un sel de formazan insoluble et de couleur bleu. Appelé aussi test
"Live/Dead", le test MTT mesure l’activité enzymatique de déhydrogénase et peut donc être utilisé
pour distinguer les bactéries inactivées de celles dans l’état VBNC. La quantité de précipité formé
est proportionnelle à la quantité de cellules vivantes (mais également à l’activité métabolique de
chaque cellule).
Un simple dosage de la densité optique à 550 nm par spectroscopie permet de connaître la
quantité relative de cellules vivantes et actives sur le plan métabolique.
III.2.1.1 Protocole opératoire
Immédiatement après l’exposition post-décharge, les bactéries récupérées dans 1 ml de bouillon
LB sont incubées pendant 3 h en présence de la solution MTT à une concentration finale de
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(5 mg/ml). La suspension cellulaire est ensuite centrifugée (2000 rpm pendant 5 min). Les cris-
taux bleus de formazan formés par la réduction du MTT par les bactéries viables sont dissous dans
200 µl de solvant dimethylsulfoxide et la densité optique est mesurée sur une microplaque (540 nm,
TECAN spectrophotomèter GENios).
Les échantillons testés sont présentés dans le tableau suivant :
Type d’échantillon Intérêt
Témoin vide (TV)
Échantillon soumis uniquement à l’action du vide
durant 15 min + Test MTT sur des bactéries avant
action du plasma.
BP : traitement à basse pression Soumis à l’action du vide et de la post-décharge
d’azote en flux + Test MTT.
PA : traitement à pression atmosphérique Soumis à l’action du vide et du jet de décharge co-
rona dans l’air ambiant + Test MTT.
TABLE III.8 – Échantillons testés au MTT.
III.2.1.2 Résultats et discussion
Les résultats sont exprimés en pourcentage de bactéries viables, la référence (100%) sur la figure
III.9 correspondant à des bactéries exposées au vide à 5 Torr, post-décharge éteinte.
La viabilité résiduelle évaluée par le test MTT après 20 min d’exposition à la post-décharge
d’azote, est de 20%. Elle est de 45% après 20 min d’exposition au jet de décharge couronne dans
l’air ambiant. Cette viabilité diffère significativement des forts taux d’inactivation (> 99% à basse
pression et à la pression atmosphérique, cf. Figs. III.4 et III.5) obtenus après repousse par comptage
des colonies. Il est à noter que le même écart entre le nombre de bactéries viables et cultivables a été
récemment observé par Dolezalova [76] pour des bactéries E. coli soumises à un jet de plasma à la
pression atmosphérique.
Cet écart apparent peut provenir du fait que le test MTT est réalisé tout de suite après l’ex-
position plasma, sur des bactéries exprimant toujours une activité enzymatique (nécessaire pour la
réduction du réactif MTT), tandis que le dénombrement des colonies quantifie le nombre de bactéries
survivantes 24 heures après la fin de l’exposition plasma.
Cependant, l’activité de réduction du MTT dans E. coli traduit généralement l’efficacité du trans-
port d’électrons cellulaires, à savoir les cellules viables [77]. La différence observée peut donc être
attribuée au fait que ces mécanismes de transport soient moins affectés que d’autres (les mécanismes
de croissance ou de division, par exemple) par l’exposition plasma.
76 Chapitre III. Étude de l’interaction des bactéries avec les espèces produites en phase plasma
FIGURE III.9 – Viabilité bactérienne obtenue pour E. coli. Test MTT, TV : témoin traité au vide seul durant
15 min, (a.) BP : traitement des bactéries par la post-décharge d’azote pur durant 20 min, QN2 = 1Nl/min,
PMW = 200 W, p = 5 Torr et D+ d
′
= 45 cm. (b.) PA : traitement des bactéries par le jet de décharge
couronne fonctionnant dans l’air ambiant durant 20 min, UD = 11.5 kV et d” = 5 mm.
III.2.2 Test DAPI
Le DAPI (4
′
,6
′
-diamidino-2-phénylindole) est une molécule fluorescente capable de se lier for-
tement aux bases adénine (A) et thymine (T) de l’ADN. Quand le DAPI absorbe la lumière UV à
350 nm, il émet une fluorescence bleue brillante vers 450−490 nm. Capable de traverser les mem-
branes de bactéries vivantes et mortes assez facilement, il est le plus souvent utilisé pour déterminer
si l’ADN a été endommagé ou identifier les cellules avec de l’ADN anormal.
III.2.2.1 Protocole opératoire
Les bactéries soumises à l’action du vide seul (TV) ou à l’action du vide, puis du plasma (BP
ou PA) sont récupérées puis fixées (par paraformaldéhyde à 4% dans du PBS) et colorées avec
le marqueur fluorescent DAPI (0.1 mg/ml PBS) pendant 10 min à la température ambiante. Les
lamelles sont ensuite lavées deux fois dans de l’eau désionisée, puis photographiées en microscopie
à fluorescence.
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III.2.2.2 Résultats et discussion
La diminution marquée du signal de fluorescence par rapport aux témoins vides (TV) témoigne
de la forte interaction entre la post-décharge d’azote à basse pression (Figure III.10) ou le jet de
décharge couronne d’air à la pression atmosphérique (Figure III.11) et les bactéries.
FIGURE III.10 – Images de bactéries E. coli soumises au vide seul (15 min, TV) et à la post-décharge d’azote
(20 min, BP), puis colorées avec le marqueur fluorescent spécifique des acides nucléiques (DAPI).
FIGURE III.11 – Images de bactéries E. coli soumises au vide seul (15 min, TV) et au jet de décharge couronne
dans l’air ambiant (10min, PA),puis colorée avec le marqueur fluorescente spécifique des acides nucléiques
(DAPI).
Toutefois, une différence existe entre les deux types de traitements :
â à basse pression, le signal de fluorescence a complètement disparu, signe soit de la complète
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élimination des acides nucléiques, soit de leur forte dégradation inhibant la fixation du mar-
queur fluorescent DAPI ;
â à la pression atmosphérique, le signal de fluorescence est encore décelable mais forme des
amas diffus de matière qui ne semblent pas délimitées par les membranes bactériennes (voir
figure III.11).
Le test DAPI ne nous renseigne pas directement sur l’état de viabilité des bactéries E. coli.
L’absence d’ADN pour la post-décharge et la présence d’ADN dégradé pour le jet de décharge
couronne, présument une altération de la faculté d’E. coli à se diviser et former des colonies. Les
deux tests MTT et DAPI se complètent. Il semble donc que le traitement par plasma peux induire
un état bactérien viable mais non-cultivable. Cependant, il est impossible de préciser la part des
bactéries viables/non-cultivables et mortes.
Conclusion
L’objectif de ce chapitre était triple :
1. Valider les conditions plasma précédemment définies au chapitre II et étudier l’interaction des
espèces créées par plasma avec E. coli ;
2. Identifier les paramètres potentialisant cette interaction ;
3. Qualifier l’interaction plasma d’azote-E. coli.
A l’issue de ce chapitre nous pouvons avancer qu’à basse pression, il existe une forte interaction
plasma d’azote/bactéries et que cette interaction est potentialisée par l’augmentation de la tempéra-
ture et de la concentration en atomes N et non par la production UV, comme il a été démontré avec
le filtre MgF2.
La réduction de la viabilité d’E. coli pour les expositions à la PA dans l’air et sous atmosphère
contrôlée d’azote sont toutes deux en corrélation avec l’augmentation de la température et la diminu-
tion de la distance d’exposition. La présence d’oxygène procure un pouvoir bactéricide plus impor-
tant à la décharge couronne. Dans l’azote pur, les expérimentations avec le filtre MgF2 montrent qu’à
l’inverse de la post-décharge l’interaction plasma/bactéries est principalement due à la production
d’UV autour de 250 nm.
La proportion de bactéries viables et cultivables soumises au plasma diminue au cours du temps
d’exposition. La proportion de bactéries viables/non-cultivables et mortes n’est pas déterminée.
Pour la post-décharge d’azote, les trois tests réalisés (repousse, MTT et DAPI) montrent que les
atomes N ont interagi plus ou moins fortement avec trois mécanismes métaboliques différents de la
bactérie :
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â sa capacité à se diviser ;
â son métabolisme respiratoire ;
â son ADN.
Le résultat semble indiquer que l’action des atomes d’azote ne vise pas un mécanisme métabo-
lique particulier mais est plutôt générale et aspécifique.
Les effets sur E. coli de chacune des deux décharges étudiées sont à présent qualifiés et quanti-
fiés. Nous allons poursuivre notre étude en nous intéressant aux modifications morphologiques ob-
servées par microscopie électronique sur les bactéries et induites par l’interaction avec le plasma.
Nous présenterons pour terminer une analyse biochimique du devenir d’un constituant membranaire
spécifique, le lipide A, présent dans la membrane des bactéries Gram négatif.

IVMÉCANISMES D’INTERACTION DES
ESPÈCES PRODUITES EN PHASE PLASMA
SUR E. coli
A l’aide des tests de repousse, MTT et DAPI, nous avons pu dans le chapitre précédent quantifierle degré d’interaction entre les espèces produites par les différents plasmas à base d’azote
étudiés et les bactéries E. coli. Nous avons également identifié les paramètres de traitement optimaux
et les espèces majoritairement responsables de cette interaction. Toutefois, ces différents tests ne
nous renseignent que partiellement sur l’existence d’une éventuelle cible bactérienne de ces espèces.
Le but de ce dernier chapitre est double :
â Dans un premier temps, effectuer des observations par microscopie électronique afin de vi-
sualiser les modifications morphologiques induites sur les bactéries par l’exposition plasma.
A travers cette analyse, nous espérons pouvoir ébaucher un scénario d’inactivation ;
â Dans un second temps, réaliser des tests sur un constituant pro-inflammatoire présent dans
la membrane des bactéries Gram -, dans le but de confirmer le schéma d’inactivation précé-
demment établie en validant l’existence d’au moins une cible bactérienne membranaire des
espèces plasma.
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IV.1 ÉTUDE MORPHOLOGIQUE
L’objectif de cette étude est de visualiser les modifications morphologiques provoquées sur les
bactéries par l’exposition à la post-décharge d’azote et au jet de décharge couronne dans l’air et dans
l’azote. Ces observations ont pour but de nous aider à préciser les mécanismes d’interaction entre
les espèces chimiques de la phase plasma et la matière vivante.
IV.1.1 Protocole d’observation
La visualisation des bactéries est réalisée à l’aide des moyens de microscopie électronique dis-
ponibles sur le plateau technique CMEAB du réseau d’imagerie de Toulouse. Le film bactérien
exposé (cf. protocole d’exposition, partie III.1.1) est directement observé par microscope électro-
nique à balayage MEB (ESEM Quanta 250 FEG FEI) pour les détails en surface et par microscope
électronique à transmission MET (HT 7700 Hitachi) pour l’anatomie cellulaire. Afin de résister aux
faisceau d’électrons du microscope, le film est métallisé en surface avant passage au MEB et en-
robé dans un support à base de résines puis découpé en fines lamelles avant l’observation MET. Les
images obtenues sont mises en corrélation avec les courbes d’inactivation d’E.coli.
IV.1.2 Résultats
IV.1.2.1 Imagerie MEB des bactéries E. coli exposées à la post-décharge d’azote à basse pression
A) Observation
Le tableau IV.1 présente les micrographies MEB d’E. coli avant et après différentes durées
d’exposition à la post-décharge d’azote. Différents grossissements sont utilisés : 5 µm, 2 µm
et 1 µm. Le témoin vide (TV) présente l’allure morphologique des bactéries n’ayant subi
qu’un traitement de 15 minutes par le vide primaire (sans exposition plasma). Le traitement
post-décharge fait apparaître des différences morphologiques importantes dès les premières
minutes d’exposition, différences d’autant plus marquées quand la durée d’exposition aug-
mente.
5 µm 1 µm
TV
Suite à la page suivante
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TABLE IV.1 – Suite de la page précédente
2 µm 1 µm
5 min
10 min
20 min
40 min
TABLE IV.1 – Micrographies MEB obtenues pour E. coli avant (TV) et après plusieurs durées d’ex-
position à la post-décharge d’azote (QN2 = 1.0 Nl/min, PMW = 200 W, p = 5 Torr, T ∼ 30 ◦C et
D+ d
′
= 45 cm).
Dès 5 min d’exposition, la surface de la membrane apparaît fortement ridée ;
Après 10 min, on observe de fréquentes invaginations ;
Après 20 min de traitement, certaines bactéries présentent des perforations ;
Après 40 min d’exposition, la totalité de la surface est criblée de trous.
B) Discussion
Après 10 min d’exposition, d’après les courbes de survie présentées Figure III.4, plus
de 99% de bactéries ne sont plus cultivables. La formation des invaginations semble être la
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première étape dans l’altération des bactéries par les atomes d’azote. Une explication possible
de cette perte de matière est liée au mécanisme de gravure chimique de la membrane par les
atomes d’azote, qui vont former des espèces chimiques volatiles à partir des atomes consti-
tuant les macro-molécules organiques de la membrane. L’exposition continue au flux d’atomes
conduit a minima à des modifications de la porosité membranaire et rapidement à l’apparition
de micro-pores, invisibles au microscope électronique pour les faibles temps d’exposition. La
gravure chimique continuant, la dimension des pores augmente jusqu’à ce que leur taille soit
suffisante pour permettre l’extraction du matériel cytoplasmique sous l’effet du vide primaire
régnant dans le réacteur de traitement, d’où la diminution observée du volume moyen des
bactéries. Après 20 min d’exposition le processus de gravure atteint un stade de dommage
avancé et après 40 min d’exposition les dommages causés aux membranes bactériennes sont
irrémédiables.
IV.1.2.2 Imagerie MET des bactéries E. coli exposées à la post-décharge d’azote à basse pression
Pour valider ce scénario, nous avons réalisé des images par microscope électronique à trans-
mission (MET). Regroupées dans le tableau IV.2, il s’agit d’images représentant des coupes trans-
versales de bactéries uniquement passées au vide (TV) et de bactéries exposées durant 40 min à la
post-décharge d’azote dans les mêmes conditions opératoires (Tableau II.8).
A) Observation
On observe sur le TV (tableau IV.2) un regroupement du cytoplasme bactérien sous la
forme de vésicules internes. Après 40 min d’exposition et contrairement au témoin vide, on ne
distingue plus la présence de constituants internes sur les coupes transversales des bactéries,
mais la simple présence d’une enveloppe extérieure.
2 µm 1 µm
TV
Suite à la page suivante
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TABLE IV.2 – Suite de la page précédente
2 µm 1 µm
40 min
TABLE IV.2 – Micrographies MET obtenues pour E. coli avant (TV) et après 40 min d’exposition à la
post-décharge d’azote (QN2 = 1.0 Nl/min, PMW = 200 W, p = 5 Torr, T ∼ 30 ◦C et D+d
′
= 45 cm).
B) Discussion
Les images MET semblent indiquer que la dessiccation, due au passage au vide des
bactéries, entraîne d’importantes modifications de leur constitution interne, sans forcément
leur causer des dommages irrémédiables et en particulier sans inhiber leur capacité à se diviser
et à former des colonies. L’absence de matière organique bactérienne sur les micrographies
MET après 40 min d’exposition peut s’expliquer par le fait que :
â soit la bactérie a complètement été vidée de tous ses constituants métaboliques internes ;
â soit, au moment de réaliser la coupe transversale, la couche de résines a été déchirée à
cause de bactéries très abîmées et fragilisées.
IV.1.2.3 Imagerie MEB des bactéries E. coli exposées au jet de décharge couronne dans l’air
A) Observation
Le tableau IV.3 rassemble les micrographies MEB de bactéries E. coli avant et après diffé-
rentes durées d’exposition au jet de décharge couronne dans l’air ambiant. Les changements
morphologiques observés sont complètement différents de ceux obtenus avec la post-décharge
d’azote à basse pression. Après seulement 10 min de traitement, de nombreuses bactéries pré-
sentent une rupture complète de leur membrane. Après 30 min, certaines zones observées
apparaissent totalement gravées et d’autres ne semblent plus être que des amas de matière
organique.
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5 µm 1 µm
TV
2 min
5 min
10 min
30 min
TABLE IV.3 – Micrographies MEB obtenues pour E. coli avant et après plusieurs durées d’exposition
au jet de décharge couronne dans l’air ambiant (UD = 11.5 kV , d” = 5 mm).
B) Discussion
La forte interaction observée peut être due soit à la présence de fortes concentrations de
ROS au potentiel de gravure chimique nettement supérieur à celui des RNS, soit à la présence
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d’espèces chargées (ions et électrons), susceptibles de provoquer une gravure physique des
bactéries ou une lyse membranaire par accumulation de charges [20].
IV.1.2.4 Imagerie MEB des bactéries E. coli exposées au jet de décharge couronne dans l’azote
A) Observation
Les micrographies réalisées suite aux expositions de bactéries E. coli au jet de décharge
couronne sous atmosphère contrôlé d’azote sont reportées dans le tableau IV.4.
5 µm 1 µm
TV
5 min
10 min
20 min
Suite à la page suivante
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TABLE IV.4 – Suite de la page précédente
2 µm 1 µm
30 min
TABLE IV.4 – Micrographies MEB obtenue pour E. coli avant et après plusieurs durées d’exposition
au jet de décharge couronne sous atmosphère contrôlée d’azote (Vazote = 8.5 kV , QN2 = 1Nl/min,
p = 930 mbar, d” = 7 mm).
B) Discussion
Dans l’azote pur, pour des temps d’exposition courts, la bactérie ne présente pas les mêmes
altérations morphologiques prononcées que celles obtenues avec le jet couronne fonctionnant
dans l’air. Par contre, après 20 min d’exposition, (tableau IV.4) on retrouve des perforations
membranaires d’allure très semblable à celles obtenues avec la post-décharge d’azote à pres-
sion réduite IV.1.2.1.
Ce résultat peut paraître surprenant dans la mesure où, même si les deux décharges utilisent
l’azote comme gaz plasmagène, leurs agents bactéricides respectifs, déterminés au chapitre
précédent, sont différents : atomes N pour la post-décharge et rayonnement UV pour la dé-
charge couronne. Pour la décharge couronne, dans la mesure où les RNS ne semblent jouer
qu’un rôle mineur dans l’inactivation (cf. Figure III.8.b), le mécanisme conduisant à la perfo-
ration de la membrane est vraisemblablement la photogravure, déjà évoquée par Philip et al
[3], comme possible cause d’interaction plasma. La forte émission UV observée dans l’azote
(cf. II.2.3.1) est en effet susceptible de causer par érosion photo-induite des dommages simi-
laires à ceux observés par gravure chimique dans la post décharge d’azote à pression réduite,
l’énergie transportée par les photons étant suffisante pour casser les liaisons chimiques des
macro-molécules composant la membrane.
IV.1.3 Effet du rayonnement UV sur la morphologie d’E. coli traitée par la post-décharge
d’azote
Pour valider que le rayonnement UV n’est pas responsable des perforations observées lors du
traitement par la post-décharge d’azote, nous avons réalisé des traitements avec et sans filtre MgF2.
Le tableau IV.5 regroupe les micrographies MEB obtenues pour des bactéries E. coli exposées à la
post-décharge d’azote avec et sans filtre MgF2.
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A) Observation
Contrairement aux bactéries traitées sans le filtre MgF2, celles traitées avec le filtre durant
20 min ne représentent aucune perforation de leurs membranes.
5 µm 1 µm
20 min
avec
MgF2
30 min
sans
MgF2
TABLE IV.5 – Effet du rayonnement UV sur les bactéries E. coli exposées à la post-décharge d’azote
(QN2 = 1.0 Nl/min, PMW = 200 W, p = 5 Torr, T ∼ 30 ◦C et D+ d
′
= 45 cm).
B) Discussion
On peut en conclure que c’est bien le mécanisme de gravure chimique par les atomes
d’azote qui est responsable de la perforation membranaire observée pour les bactéries E. coli
exposées à la post-décharge d’azote à pression réduite.
Le lecteur trouvera en Annexe B une étude MEB portant sur l’interaction entre les atomes
d’azote produits par la post décharge et deux micro-organismes présentant des types membranaires
différents de E. coli : une bactérie Gram + (Staphylococcus aureus) et une levure (Candida albi-
cans). On y retrouve, bien que moins prononcées que pour E. coli, le même type de perforations, ce
qui semble indiquer que l’interaction avec les atomes d’azote n’est pas bactérie-dépendante.
Conclusion
Sur la base des observations par MEB et MET réalisées sur E. coli, le scénario d’inactivation
provoqué par le traitement par la post-décharge d’azote pourrait être le suivant :
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1. attaque chimique continue par les atomes d’azote de la post-décharge. Ces mécanismes cor-
respondent au prélèvement et à la transformation des atomes des macromolécules organiques
de la membrane en espèces volatiles (NH, NO et CN) éliminées par le pompage (gravure
chimique). Ces attaques induisent une augmentation de la porosité de la membrane ;
2. création de micro-pores de taille croissante jusqu’à ce que cette taille soit suffisante pour
permettre l’extraction des composants métaboliques (cytoplasme), sous l’action du vide ;
3. la mort bactérienne survient lorsque la perte de matériel cellulaire devient irréversible.
Afin d’appuyer ce scénario d’inactivation, nous avons réalisé des tests sur le lipide A, un sous-
composant majeur du LPS présent sur la membrane de la plupart des bactéries Gram -. Les résultats
sont compilés au paragraphe suivant.
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IV.2 ÉTUDE BIOCHIMIQUE
Le terme dot-blot regroupe un ensemble de techniques de transfert moléculaire permettant de
vérifier la présence de molécules spécifiques dans un milieu. Il existe différentes techniques de
transfert, chacune étant adaptée à un type de molécules. La technique western blot, ou immunoblot,
utilisée dans ce travail permet la détection de protéines spécifiques sur une membrane. Sa mise en
œuvre se déroule en plusieurs étapes (Figure IV.1) :
FIGURE IV.1 – Diagramme illustratif de la détection par western blot.
1. Préparation des échantillons : après récupération, les bactéries sont soumises à une technique
de sonication (généralement par ultra-sons) qui a pour objectif de rompre les membranes. Il
en résulte un homogénat de tous les compartiments cellulaires ;
2. Électrophorèse sur gel : cette étape va permettre de séparer les constituants selon leur poids
moléculaire par application d’un champ électrique ;
3. Transfert sur membrane et blocage : afin de rendre les protéines accessibles à la détection
par anticorps, elles sont transférées par migration électrique depuis le gel d’électrophorèse
(épais) sur une membrane mince de nitrocellulose. Les sites d’interaction de la membrane non
occupés par les protéines cibles sont ensuite saturés (par de l’albumine concentrée) de telle
sorte que les anticorps utilisés pour la détection ne puissent plus s’y attacher ;
4. La détection s’effectue par l’intermédiaire d’un anticorps primaire qui va reconnaître et se
fixer sur la protéine cible, et d’un anticorps secondaire possédant une fonction luminescente,
détectable par densitométrie optique.
La méthode western blot est donc une méthode sélective permettant la quantification de la pro-
téine cible.
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IV.2.1 Test sur le lipide A
IV.2.1.1 Protocole
Le lipide A est un composant majeur du lipopolysaccharide (LPS) présent dans la membrane de
la plupart des bactéries à Gram négatif. Le traitement du lipide A a été réalisé avec la post-décharge
d’azote uniquement, sous deux formes : la première consiste à exposer 1 µg de lipide A natif, la
seconde consiste à extraire le lipide A de 10µl de bactéries E. Coli exposées à une concentration de
(107−108/ml).
Un test dot-blot préliminaire a été effectué pour vérifier la présence et la concentration du lipide
A et effectuer des comparaisons entre les deux formes de traitement. 1 mg/ml d’une solution non
traitée de lipide A a été préparée par sonication dans l’eau puis utilisée comme solution standard
pour les expériences de quantification.
Les échantillons du lipide A natif traités sont déposés sur des lames porte-objet et amenés à sec
à l’air ambiant. Les échantillons "contrôle" non traités sont élués par 500 µl de chloroforme, puis
résolubilisés dans 20 µl de chloroforme/méthanol 2 :1 et soniqués pendant 5min. Les échantillons
contenant le lipide A sont déposés (1µl/spot) sur une membrane de nitrocellulose. Les membranes
sont bloquées avec une solution Tris-NaCl puis incubées une nuit dans un tampon contenant un
anticorps primaire anti-lipide A (anti-chèvre). Après une deuxième nuit, la membrane est incubée
avec un anticorps secondaire anti-chèvre et le système est révélé comme un western classique, en
chimiluminescence.
Le lipide A extrait des bactéries exposées à la post-décharge est récupéré dans un mélange chlo-
roformique (100µg), soniqué et transféré sur membrane de nitrocellulose comme décrit ci-dessus.
Les échantillons traités sont présentés dans le tableau suivant :
Type d’échantillon Lipide A natif Bactéries
Contrôle
Échantillon de lipide A
issu du commerce soumis
à l’action du vide seul
Échantillon de lipide A
extrait de bactéries sou-
mises à l’action du vide
seul.
Traitement
Lipide A issu du com-
merce soumis à l’action
du vide et de la post-
décharge
lipide A extrait de bac-
téries soumis à l’action
du vide et de la post-
décharge.
TABLE IV.6 – Échantillons utilisés pour les tests du Lipide A.
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IV.2.1.2 Résultats et discussion
La courbe d’étalonnage de la figure IV.2 est construite après révélation des complexes (anti-
gène/anticorps) par chimiluminescence à partir de la réaction entre des dépôts de concentration
croissante de lipide A. La figure (IV.3.A) indique que plus de 80% du Lipide A natif soumis à la
post-décharge d’azote pendant 40 min sont éliminés ou dénaturés. La figure (IV.3.B) démontre que
le lipide A présent dans la paroi membranaire d’E. Coli est dégradé à peu près dans les mêmes
proportions.
L’étude présentée dans le paragraphe suivant montre que, dans les deux cas, l’activité pro-
inflammatoire du lipide A est considérablement réduite.
FIGURE IV.2 – Courbe d’étalonnage dot-blot pour des concentrations croissantes de lipide A.
FIGURE IV.3 – Traitement du lipide A par la post-décharge d’azote A : lipide A natif. B : lipide A extrait de
bactéries exposées. Conditions de traitement à la post-décharge d’azote : p = 5 Torr, PMW = 200 W durant
40 min, vide de 15 min.
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IV.2.2 Test sur NF-κB
IV.2.2.1 Protocole
NF-κB est un facteur de transcription impliqué dans la réponse immunitaire et la réponse au
stress cellulaire induite par l’exposition au lipide A. L’effet pro-inflammatoire du lipide A natif et
extrait de bactéries E. coli soumises à la post-décharge a été étudié sur des cellules endothéliales
aortiques de souris (CRL 2181, American Type Culture Collection, Manassas, VA).
Les cellules endothéliales ont été cultivées pendant 24 h en milieu de culture DMEM, contenant
10% de sérum de veau fœtal, de la pénicilline (100 units/ml) et de la streptomycine (100 µg/ml).
Avant confluence, le milieu est éliminé et remplacé pendant 24 h par le même milieu sans sérum.
Les cellules sont ensuite mises en contact pendant 2 h avec 200 ng/ml de lipide A comme décrit
dans le tableau suivant :
Type d’échantillon Intérêt
Lipide A
Bactéries
natif
Véhicule contrôle négatif (sans lipide A) X X
Non-traité lipide A non traité X X
Vide traitement au vide seul X X
Plasma traitement vide + post-décharge X X
T NF−α contrôle positif X X
TABLE IV.7 – Échantillons utilisés pour les tests NF-κB.
Après 2 h, les cellules sont lavées et les noyaux contenant le facteur de transcription NF-κB
activé sont extraits suivant le protocole indiqué par le fournisseur du kit (kit NE-PER, Pierce). 25 µg
d’extraits nucléaires sont chargés sur gel puis électrotransférés sur une membrane de polyvinylidène
fluoride. L’immunotransfert est réalisée avec un anticorps primaire anti-NF-κB à la concentration
de 0.5 µg/ml. Un contrôle positif est effectué en utilisant 20 ng/ml de T NF−α durant 20 min afin
de tester la variation du potentiel pro-inflammatoire du lipide A extrait des bactéries non exposées à
la post-décharge d’azote.
IV.2.2.2 Résultats et discussion
L’effet de la post-décharge d’azote sur la propriété pro-inflammatoire du lipide A est visualisé
sur la figure IV.4. Comme on peut le voir sur la figure IV.4.A, l’expression du facteur de transcription
NF-κB est maximale pour les cellules mises en contact avec le lipide A natif non-traité ou simple-
ment soumis au vide primaire. Elle est par contre très réduite pour les cellules mises en contact
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avec le lipide A soumis à la post-décharge. Un résultat identique est obtenu avec le lipide A extrait
de bactéries soumises à la post-décharge d’azote (Figure IV.4.B) ce qui confirme que ce traitement
affecte fortement l’activité pro-inflammatoire du lipide A, que celui-ci soit à l’état natif ou extrait de
bactéries exposées.
FIGURE IV.4 – Immunotransfert nucléaire du facteur de transcription NF-κB. Conditions de traitement par
la post-décharge d’azote : p = 5 Torr, PMW = 200 W durant 40 min. Vide de 15 min. Ces résultats sont
représentatifs de trois expériences distinctes.
Conclusion
Cette étude a permis de mettre en évidence la forte altération du lipide A par les post-décharges à
base d’azote, qui a perdu une grande partie de ses propriétés pro-inflammatoires. Ce lipide étant l’un
des composants de la membrane extérieure des bactéries Gram -, dont E. coli, ces résultats couplés
aux observations MEB, confirment le caractère aspécifique de l’interaction avec les atomes N, la
membrane ayant été identifiée comme autre cible potentielle.
CONCLUSION GÉNÉRALE
L’objectif de ce travail était d’améliorer la compréhension des mécanismes d’interaction entre
l’azote atomique produit en phase plasma et la matière vivante et d’arriver à fournir un scénario
plausible de l’inactivation bactérienne par les atomes d’azote.
Pour ce faire, deux dispositifs de décharge ont été utilisés : une post-décharge en flux d’azote à
pression réduite et un jet de décharge couronne pouvant fonctionner dans l’air ambiant à la pression
atmosphérique ou dans les mélanges N2/x%O2 (06 x6 20%) en atmosphère confinée.
Dans une première étape, nous nous sommes attachés à caractériser ces deux décharges :
â concernant la post-décharge en flux d’azote, des moyens de spectroscopie d’émission optique
nous ont permis de définir une zone dite de post-décharge lointaine, particulièrement bien
adaptée à notre étude puisque riche en atomes d’azote, à température proche de l’ambiante et
quasiment absente de rayonnement UV et d’états métastables. Dans cette zone, nous avons ob-
tenu un optimum de production en atomes N de l’ordre de 2.0 ·1015 cm−3 à 45 cm de la source
micro-ondes (PMW = 200 W , QN2 = 1 Nl/min, p = 5 Torr). Cette concentration peut encore
être augmentée par la substitution à l’azote d’un mélange Ar/15%N2 qui permet d’augmenter
de près de 50% la concentration atomique pour les mêmes paramètres opératoires. Ce chan-
gement de gaz plasmagène s’accompagne d’une légère hausse de la température mais conduit
aussi à la production de rayonnement UV dans le réacteur et à une augmentation de la concen-
tration en atomes d’oxygène et en états métastables N2(A). L’interprétation des mécanismes
d’interaction de l’azote atomique avec le vivant risquant d’être complexifiée par la présence de
ces espèces, nous avons préféré conserver l’azote comme gaz vecteur pour la suite de l’étude ;
â pour le jet de décharge couronne, les moyens de diagnostic à notre disposition ne nous ont pas
permis de réaliser une étude quantitative des espèces chimiques générées. L’étude spectrosco-
pique réalisée dans les mélanges N2/x%O2 nous a toutefois permis de distinguer les mélanges
riches en oxygène (pour lesquels le rayonnement UV est faible et les concentrations de ROS
importantes) des mélanges pauvres en oxygène (comprenant moins de ROS mais plus forts
émetteurs UV). Quel que soit le mélange utilisé, il a été possible de trouver des conditions
pour lesquelles la température du jet restait inférieure à 45 ◦C.
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L’étude de l’interaction entre E. coli et les espèces chimiques produites par nos décharges a été
réalisée via trois tests, chacun visant une fonction du métabolisme bactérien :
â les tests de repousse qui valident la capacité des bactéries exposées à se diviser et à former de
nouvelles colonies ;
â le test MTT qui est basé sur le respect de l’intégrité de la chaine respiratoire ;
â le test DAPI qui permet d’établir si d’éventuels dommages à l’ADN ont été causés.
Les tests de repousse mis en œuvre nous permettent d’affirmer que les décharges et gaz plasma-
gènes utilisés induisent une forte inhibition de la repousse, conduisant à des taux de perte supérieurs
ou égaux à 99% en 20 minutes d’exposition, signe d’une forte interaction avec les espèces plasma.
L’augmentation de la température de traitement est apparue comme un facteur potentialisant l’inter-
action, tout comme l’augmentation de la densité en radicaux. La présence du bouillon de culture est
par contre un facteur limitant l’interaction.
L’ensemble des tests réalisés nous a permis de préciser dans chaque cas l’espèce majoritairement
responsable de l’interaction :
â atomes N dans le cas de la post-décharge d’azote ;
â rayonnement UV pour le jet corona d’azote ;
â ROS pour le jet corona d’air.
La réponse au test DAPI est en bonne corrélation avec les résultats des tests de repousse. Par
contre, le test MTT nous conduit à des taux d’inactivation toujours importants (avec des taux de perte
supérieurs à 50%) mais significativement plus faibles que ceux indiqués par les tests de repousse.
Ce résultat pourrait être le signe que les bactéries ont atteint un état viable mais non-cultivable suite
à l’exposition plasma.
Pour la post-décharge d’azote, le degré d’interaction mesuré à partir de ces trois tests reste ce-
pendant important et semble indiquer que l’interaction entre les atomes et la bactérie E. coli est
générale et ne vise pas un mécanisme métabolique particulier. Ce résultat est confirmé par la dimi-
nution du degré d’interaction observée lorsque les bactéries sont exposées au plasma en présence de
leur bouillon de culture.
Une étude MEB et MET des modifications morphologiques induites par l’exposition plasma a
mis en évidence des modes d’interaction différents. Dans le cas du jet de décharge couronne dans
l’air, on observe une lyse rapide que l’on peut attribuer à la présence de fortes concentrations de
ROS. Pour la décharge couronne fonctionnant sous azote et la post-décharge en flux, on observe une
diminution générale du volume des bactéries exposées et l’apparition d’un nombre croissant d’inva-
ginations et de perforations au fur et à mesure que la durée d’exposition augmente. Ces perforations
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sont certainement la trace d’une gravure par les atomes N de la post-décharge (gravure chimique)
ou par les photons UV de la décharge couronne (photogravure).
Une étude portant sur un composé membranaire particulier à propriété pyrogène, le lipide A, a
montré que ce dernier était dégradé ou éliminé à plus de 80% par une exposition de 40 minutes à la
post-décharge d’azote. Ce résultat a été aussi bien obtenu sur du lipide A natif directement soumis
au flux d’atomes que sur le lipide A extrait de bactéries E. coli exposées à la post-décharge, ce qui
confirme encore le caractère aspécifique de l’interaction atome d’azote / bactérie. A la fin de cette
étude, nous pouvons échafauder un scénario de l’inactivation par la post-décharge d’azote cohérent
avec l’ensemble des observations réalisées :
â gravure chimique continue par les atomes d’azote de la post-décharge, qui induisent des dom-
mages aux parois et membranes cellulaires à l’échelle nanométrique et l’augmentation de la
porosité membranaire ;
â érosion progressive des membranes entraînant l’augmentation de la taille des dommages jus-
qu’à obtention de perforations, phénomène amplifié par l’action du vide primaire régnant dans
le réacteur de traitement ;
â la taille des perforations devient suffisante pour permettre l’extraction du cytoplasme et des
composants métaboliques ;
â mort cellulaire lorsque le phénomène atteint un stade irréversible.
Il est à noter que les perforations observées ne sont peut-être pas la cause directe de la mort
cellulaire puisque la modification de la perméabilité membranaire est susceptible de permettre le
passage des espèces atomiques à travers les membranes et parois cellulaires. En ce cas, les atomes
ayant traversé la membrane vont pouvoir interagir avec un composant cellulaire interne et induire
des perturbations métaboliques qui peuvent tout autant conduire à la mort cellulaire. En ce dernier
cas, la mort cellulaire peut intervenir bien avant l’apparition de trous observables au MEB.
Cette étude confirme l’intérêt des post-décharges en flux d’azote en tant que procédé de dé-
contamination bactérienne de l’instrumentation médicale réutilisable, efficace à basse température,
sans oxygène et alternatif aux méthodes actuelles. Les atomes d’azote ont clairement été identifiés
comme l’agent antibactérien, dont l’action peut être potentialisée par l’ajout d’un chauffage mo-
déré. Un intérêt connexe, lié à leur action aspécifique, serait de réduire substantiellement la quantité
d’endotoxines présentes à la surface de l’instrumentation traitée, à la différence d’un traitement par
autoclave.
Il conviendra bien sûr de s’assurer au préalable de l’efficacité du procédé sur un spectre bactérien
plus large (incluant des spores) que celui évalué dans ce travail. Une autre perspective applicative
concerne l’élimination du prion, agent pathogène de nature protéique ne possédant pas de métabo-
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lisme et pour lequel les techniques d’inactivation totale validées à basse température sont actuelle-
ment basées soit sur l’immersion des instruments à traiter dans des bains de détergents chimiques
[78], soit sur l’utilisation de procédés dont l’utilisation reste problématique [79].
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Early afterglows of N2 and N2-O2 flowing microwave discharges are characterized by optical emission spec-
troscopy. The N and O atom and N2(A) metastable molecule densities are determined by optical emission
spectroscopy after calibration by NO titration for N-atoms and measurements of NO and N2 band intensities
for O-atoms and N2(A) metastable molecules. By using N2 tanks with 50 and 10 ppm impurity, it is determined
in the afterglow an O- atom impurity of 150-200 ppm. Variations of the N and O-atom and N2(A) metastable
molecule densities are obtained in the early afterglow of N2-(9·10−5-3·10−3)O2 gas mixtures.
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1 Introduction
Early and late afterglows of N2 and N2–O2 flowing microwave discharges have been previously studied at
medium gas pressures (1-20 Torr) for sterilization of medical instruments by N and O-atoms and NOβ – UV
emission [1,2].
Sterilization in N2 afterglows without added O2 molecules have been obtained at medium and atmospheric gas
pressures in [3]. But the effect of oxygen impurities in the N2 flowing reactor needs to be considered in flowing
post-discharge reactors for sterilization.
It is the purpose of the present study to determine the O-atom density in impurity in the N2 microwave post-
discharge reactor used in the decontamination experiments presented in [3].
From the fundamental point of view, the kinetics reactions involving the N-atoms, the N2(X,v) vibrationally
excited ground state molecules, the N2(A, a’) metastable molecules and the N+2 ions in the N2 pink afterglow
have largely been studied [4-6].
The flowing afterglows produced from N2 and N2–(10−4-10−2) O2 microwave plasmas are presently studied
by emission spectroscopy. By NO titration, it is determined the density of N-atoms by the method described in
[1,2]. From the intensities of the N2 1st positive, N2 2nd positive and NOβ bands, it is deduced the densities of
the O-atoms and of the N2(A) metastable molecules.
A previous study has been performed to characterize the early and late afterglows of N2 and N2 -O2 flowing
RF discharges [7], where it was shown the sensitive effect of O2 impurity in the N2 afterglow emission. In
the present study, with this time a HF flowing discharge, it is emphasized the importance of O2 impurity by
determining the O-atom density in the N2 early afterglow with the same plasma parameters as in RF presented
in [7]: N2 gas pressure of 8 Torr, flow rate of 1 slm, power of 100-150 Watt and a same dimension of discharge
tubes (dia. 6 mm).
∗ author. E-mail: ricard@laplace.univ-tlse.fr
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The N and O-atom and N2(A) metastable molecule densities are determined in the early afterglows of N2 with
50 and 10 ppm impurity and in N2-O2 with low O2 ratios between 9·10−5 and 3·10−3 introduced into the N2
plasma.
2 Experimental setup
In the plasma post-discharge reactor of Fig. 1, a N2 microwave plasma at 2450 MHz is produced by a surfatron
cavity in a quartz tube of dia. 6 mm at a transmitted power between 50 and 300 W, a N2 flow rate between 1 and
3 slm and a gas pressure in the 5 liter reactor tuned from 4 to 30 Torr by means of a throttle valve. The dia. 6 mm
discharge tube is connected to a dia. 21 mm bent tube before the entrance in the 5 liter reactor.
Fig. 1 Microwave discharge and post-discharge reactor of 5 liters for bacteria sterilization.
The N2 plasma is located inside the dia.6 mm tube with a length varying from 2 to 20 cm after the surfatron
gap, depending on flow rate and gas pressure. At a pressure between 2 and 10 Torr, the afterglows take place in
the dia. 21 mm tube, starting by an early afterglow at the beginning of the dia.21 mm tube and ending by a late
afterglow before and inside the 5 litre reactor.
The optical emission spectroscopy is performed by means of an optical fiber connected to an Acton Spectra
Pro 2500i spectrometer (focal length 50 cm, grating 600 gr/ mm , slit 150 μm), equipped with a Pixis 256E CCD
detector (front illuminated 1024 x 256 pixels).
3 Emission spectra in the N2 early afterglow
In condition of N2 plasma at 8 Torr, 1 slm and 150 W, an early afterglow is observed at the entrance of the dia.
21 mm tube after the N2 discharge.
The emission spectra are reported in Fig. 2 as measured at 3 cm from the entrance of the dia. 2.1 cm tube.
Between 300 and 400 nm, it is detected the N+2 1
stnegative band at λ=391.4 nm, the CN bands at λ=388.3
nm, λ=387.1 nm and the N2 2nd positive band at λ=380.5 nm (Fig. 2a) and the N2 2nd positive bands at λ=316
nm and the NOβ band at λ=320 nm (Fig. 2b).
The N+2 1
stnegative band at λ=391.4 nm characterizes the N2 pink afterglow [2,6].
The presence of NOβand CN bands is the result of oxygen and olefin impurities in the N2 gas.
The N2 1st positive band emission between λ=560 and λ=610 nm is reproduced in Fig. 3 in the same condi-
tions as in Fig. 2.
c© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.cpp-journal.org
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a) N+2 1st negative band at λ=391.4 nm, CN bands at λ=388.3 nm,
λ=387.1 nm and N2 2nd positive band at λ=380.5 nm.
b) NOβ band at λ=320 nm and N2 2nd positive band at λ=316 nm.
Fig. 2 Spectra emission in the N2 early afterglow at 3 cm from the entrance of dia. 21 mm tube and at 15 cm from the
surfatron gap (see Fig.1).
3.1 N- atom density in the early afterglow
The late afterglow emission is produced by the following reactions:
N + N + N2 → N2(B,11) + N2 (a)
N2(B,11) → N2(A,7) + hν(λ=580 nm) (a’)
At 3 cm from the entrance of the dia. 21 mm tube, the observed emission of Fig. 3 is clearly dominated by the
N2 (B,v’=11 → A,v”=7) band at λ=580 nm, indicating that the late afterglow emission is superimposed to the
pink emission in the early afterglow region. Note that this result is different from the one presented in [7] where
the pink emission was found dominant in the early afterglow region.
Fig. 3 Spectra emission in the N2 early afterglow at 3 cm of the
entrance of dia.21 mm tube and at 15 cm from the surfatron gap
(see Fig.1). Emission of the N2 1stpositive sequence Δv = 4 be-
tween λ=560 and λ=610 nm
The measured band intensity Im(λ) at a wavelength λ is given by the following equation :
Im (λ) = c (λ) · hc
λ
· [N∗] ·Aul · V (1)
where c(λ) is the spectral response of spectrometer (ratio of measured and true intensities, presently given in
arbitrary units, a.u), h and c are respectively the Planck constant and the light velocity, [N∗] is the radiative state
density, Aul is the Einstein coefficient of the transition and V is the plasma volume observed by the spectrometer.
For the N2 1st pos. emission as reproduced in Fig. 3, the measured band intensity Im(λ) is taken on the 1st
P1 rotational branch and the zero intensity at the half intensity between 2 bands (horizontal segments in Fig. 3).
The measured N2(λ=580 nm) band intensity (Im580) is then deduced from reactions (a) and (a’) as follows :
Im580 = c(λ = 580nm) ·
hc
λ = 580nm
·AN2(B,v′=11)N2(A,v′′=7) ·
[N ]2[N2]ka
vRN2(B,11) + [N2]k
Q
N2(B,11)
· V (2)
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where the rate coefficients are ka = 4.4·10−33cm6s−1 [5], AN2(B,v
′=11)
N2(A,v′′=7)
= 7.8·104s−1, vRN2(B,11) = 2·105s−1 [8]
and kQN2(B,11) = 3·10−11cm3s−1 [6].
The values of rate coefficients in (2) are valid for the room gas temperature T=300 K. Such a value has been
verified in the present afterglow by recording the rotational distribution of N2, 1st pos. band at λ=775 nm as
described in [9].
By considering the vRN2(B,11 and k
Q
N2(B,11
values, it is calculated that for p> 5 Torr, vRN2(B,11  [N2]k
Q
N2(B,11
and the Im580 measured intensity in the early afterglow can be related to the N–atom density by the following
equation :
aN+N · Im580 = k · [N ]2 (3)
where aN+N is the part of reaction (a) in the Im580 intensity (aN+N = 1 for a full N+N recombination in the late
afterglow and aN+N = 0 in a full pink afterglow) and k is a calibration factor.
The k calibration factor in (3) was determined in full late afterglow conditions (aN+N = 1) by using the NO
titration method through the dia. 21 mm tube at the entrance of the the 5 litre reactor, thus for a constant value
of V.
The NO titration of the N-atoms consists to observe the change of color in the late afterglow from the violet,
due to NOβ emission at low NO flow rate, to the green due to NO∗2 emission at high NO flow rate. Between
the violet and green emissions, there is a complete extinction of the afterglow emission corresponding to the
equality between the N-atom flow rate Q(N) and the introduced NO flow rate Q(NO). Then the N-atom density
is obtained from the following equation :
Q(NO)/Q(N2) = [N ]/[N2] (4)
where Q(N2) is the afterglow N2 flow rate.
The experimental aN+N factor was determined at 3 cm from the entrance of the dia.21 mm tube by the
method described in [1] and presently simplified in Fig.4 by using the N2(B,v’) population ratios [B,11]/[B,9]
and [B,11]/[B,12] with [B,11]/[B,9] = 0.58(Im11−7/I
m
9−5) and [B,11]/[B,12] = 1.10(I
m
11−7/I
m
12−8). From Figures 3
and 4, it is determined aN+N = 0.6, corresponding to an N-atom density of 8 1014cm−3 in conditions of 1 slm,
8 Torr and 150 W.
3.2 Density of O-atoms in impurity in the N2 early afterglow
The presence of NOβ bands in the early afterglow as observed in Fig. 2b is the result of the recombination of the
N and O atoms as follows:
N + O + N2 →NO(B,0) + N2 (b)
NO(B,0) → NO(X,8) + hν(λ=320 nm) (b’)
The NO(λ=320 nm) measured band intensity Im320 is deduced from reactions (b) and (b’) as follows:
Im320 = c(λ = 320nm) ·
hc
λ = 320nm
·ANO(B,v′=0)NO(X,v′′=8) ·
[N ][O][N2]kb
vRNO(B,0) + [N2]k
Q
NO(B,0)
· V (5)
where the rate coefficients are kb = 3.1·10−34cm6s−1 [6], ANO(B,v
′=0)
NO(X,v′′=8) = 8.3·104s−1 and vRNO(B,0) = 5·105s−1
[8] and kQNO(B,0) = 6.1·10−13cm3s−1 [6].
The c(λ) coefficients is are measured with a calibrated tungsten ribbon. It is found c(λ = 580 nm) = 1.7·102
a.u and c(λ = 320 nm) = 0.3·102 a.u with the used Acton spectrometer (grating 600 gr/mm, CCD).
From reactions 2 and 5, it is deduced at 8 Torr ([N2] = 2.6·1017cm−3) the following numerical value of the
intensity ratio :
aN+N · Im580/Im320 = 3.4 · [N ]/[O] (6)
With aN+N = 0.6 and the N-atom density of 8·1014cm−3 as found in part 3.1, it is calculated a density of O-atom
impurity of 4·1013 cm−3, that is a [O]/[N2] impurity ratio of 150 ppm for a N2 tank with 50 ppm impurity (gas
purity of 4.5).
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With a N2 tank impurity of 10 ppm (gas purity of 5.0), the [O]/[N2] impurity ratio is 180 ppm.
Thus, no correlation between nitrogen purity in the range 5.0 - 4.5, that corresponds to impurity level of 10-50
ppm, and the O-impurity in the plasma is established. A possible reason of O-impurity in the nitrogen plasma is
a microleak in the plasma reactor and low efficiency of the applied vacuum pump (a two-stages primary pump
Edwards E2M28 of 28 m3h−1 giving an ultimate gas pressure of 10−2 Torr).
4 Introduction of controlled O2 impurity into N2
4.1 N and O-atom densities in N2-O2 gas mixtures
It has been introduced controlled O2 impurity ratios from 9·10−5 to 3·10−3 into the N2 microwave plasma to
check its influence on the N and O atom densities in the early afterglow.
First, it has been checked by the method of Fig. 4 that the part of the N+N recombination in the early afterglow
is slowly decreasing from aN+N = 0.6 to 0.45 with [O2]/[N2] up to 3·10−3.
The N-atom density has been determined by the method of part 3.1. The results are reported in Fig. 5 for a N2
gas at 1 slm, 8 Torr and 150 Watt.
The N atom density kept a nearly constant value of (7-8) 1014cm−3 with O2 into N2.
With the method of part 3.2, it is calculated the O-atom density as reproduced in Fig.5.
It is found an increase of the O-atom density from 0.5 to 12·1014 cm−3 when the [O2]/[N2] ratio is varying
from 9·10−5 to 3·10−3.
Fig. 4 Ratios of N2(B,v’) populations [B,11]/[B,9] and
[B,11]/[B,12] versus aN+N .
Fig. 5 Variations of N and O-atom and N2(A) metastable
molecule densities versus the [O2]/[N2] ratio in the early af-
terglow at 3 cm of the dia.21 mm tube entrance, 1 slm, 8 Torr,
150 W.
Such high values of the O-atom density have been previously obtained [10] in N2 -(1-5%)O2 afterglows of a
microwave plasma with a nearly constant value: [O] = 2·1015cm−3. When no oxygen is injected in the afterglow
gas, assuming a complete dissociation ([O]/2[O2] = 1) of the oxygen impurities, a [O2] density of 0.25·1014cm−3
can be deduced from the O-atom density values of Fig.5. When O2 is injected, the dissociation degree remained
near 1 up to [O2]/[N2] = 2·10−4 and then decreases at 0.4-0.5 for [O2]/[N2] ratios between 2·10−4 and 3·10−3.
In [10], the dissociation degree was [O]/2[O2] = 1 in the afterglow of a N2 -1% O2 gas mixture at 1.2 slm , 3
Torr, 120 W.
4.2 N2(A) metastable molecule density in N2-O2 gas mixtures
In Fig. 2b, it is observed the N2(C,1→ B,0) emission at 316 nm near the NOβ emission at 320 nm. This N22nd
positive emission is here used to determine the density of the N2(A) metastable molecule.
From the kinetics reactions reported in [4-6], it is considered that the N22nd positive system in the early
afterglow is produced by the following dominant reaction :
N2(A) + N2(A)→N2(C,1) + N2(X) (c)
www.cpp-journal.org c© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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N2(C,1)→N2(B,0) + hν(λ=316 nm) (c’)
with a rate coefficient kc = 4.1·10−11cm3s−1 [11].
The N2(λ = 316 nm) measured intensity Im316 is given by:
Im316 = c(λ = 316nm) ·
hc
λ = 316nm
·AN2(C,v′=1)N2(B,v′′=0) ·
[N2(A)]
2kc
vRN2(C,1) + [N2]k
Q
N2(C,1)
· V (7)
with AN2(C,v
′=1)
N2(B,v′′=0)
= 1.3·107s−1 [8] and the quenching coefficient of N2(C,1): kQN2(C,1) = 3·10−11s−1 [12].
From equations (5) and (7), it comes the following numerical value of the Im320/I
m
316 intensity ratio:
Im320/I
m
316 = 6.810
−7 · [N ][O]/[N2(A)]2 (8)
The N2(A) density was obtained from equation (8) with the N and O atom densities previously determined. The
results are shown in Fig. 5.
With the HF N2(50 ppm) afterglow at 8 Torr, 1 slm and 100 W, the N2(A) density was found to slowly increase
with O2 as shown in Fig. 5, from 2·1011cm−3 without added O2 to 4.5·1011cm−3 with 3·10−3 added O2.
5 Conclusion
The O-impurity has been detected from NOβ emission in the early afterglow of a microwave N2 flowing discharge
at 1 slm, 8 Torr and 150 Watt.
The CN emission has also been detected in the early afterglow as a signature of C–atoms in impurity.
By titration with NO, it has been measured the N-atom density in the early afterglow.
Then, the O-atoms and the N2(A) metastable molecules densities were determined by comparing the NOβ
(λ=320 nm), N2 (λ=580 nm) and N2(λ=316 nm) band intensities.
It has been found that the early afterglow at the beginning of the 21 mm dia. tube is about half a pink afterglow
with emission of the N+2 1
st negative at λ=391.4 nm and about half a late afterglow with a strong emission of N2
1st positive at λ=580 nm.
In the studied discharge conditions (1 slm, 8 Torr and 150 W), it is found in the early afterglow an O-atom
impurity into N2 of 150 and 180 ppm for a N2 tank with 50 and 10 ppm impurity , respectively. These values
indicate that the O-atom impurity is coming from undetectable leaks into the plasma post-discharge reactor.
By introducing a controlled O2 impurity from 9·10−5 to 3· 10−3 into N2, the N-atom density kept a nearly
constant value of (7-8) 1014 cm−3, the O-atom density increased from 0.7 to 7· 1014cm−3. The N2(A) metastable
molecules remained in the range (2-4) 1011cm−3.
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ABSTRACT: The present paper is devoted to the characterization of the late afterglow re-
gion of N2 and Ar–N2 flowing discharges. Optical emission spectroscopy is used to quantify 
the concentrations of the chemical species able to interact with microorganisms in the treat-
ment chamber. Herein, we show that the production of nitrogen atoms in the afterglow of a 
reduced-pressure flowing microwave discharge can be increased using Ar–N2 mixtures instead 
of pure nitrogen. At 45 cm from the discharge, the maximum concentration of atoms, obtained 
for the Ar–15%N2 mixture, is 2.2 × 1021 m–3 at 9 Torr with an injected microwave power PMW 
of 100 W and 2.9 × 1021 m–3 at 200 W. Compared with the maximum N atom concentrations 
obtained in pure nitrogen at 4 Torr, this result corresponds to an increase of 120% at 100 W 
and 45% at 200 W.
We have verified that these results can be obtained while conserving full late afterglow 
conditions at a temperature equal to the room temperature at 100 W and not exceeding 35°C at 
200 W. Under such conditions, the concentrations of the NO(A and B) excited states, formed 
from the impurities of the flowing gas, are low. For pure nitrogen, the concentration of the 
N2(A) metastable state was also measured at the end of the pink afterglow, where it is assumed 
to be maximal; it was 2.5 × 1016 m–3.
Nitrogen atoms are the major reactive species in the late afterglow region. They are be-
lieved to be responsible for the antibacterial properties of pure N2 and Ar–N2 flowing after-
glows. To verify this assumption, the Ar–15%N2 flowing afterglow was applied to inactivate 
Escherichia coli bacteria, and the results were compared with previous studies performed in 
pure nitrogen and using the same microbiological protocol. With 40 min of exposure to Ar–
15%N2 afterglow ([N] = 2.9 1021 m–3) at 32°C, a 6 log decrease of the initial bacteria popula-
tion was obtained, while the same 6 log reduction could only be reached at 60°C with pure 
nitrogen afterglow ([N] = 1.0 × 1021 m–3).
KEY WORDS: Afterglow plasma processes, nitrogen, optical emission spectroscopy, sterilization, meta-
stable states
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I. INTRODUCTION
Today, the autoclave is the most widely used method for the sterilization of reusable 
medical instruments. It is efficient for the sterilization of packaged instruments that may 
present complex shapes, and it is also inexpensive, relatively fast (~1 h), easy to use, and 
free of toxic byproducts. However, the maximum temperature reached during the auto-
claving cycle is of 134°C, and it can only be used on instruments that can withstand this 
temperature without damage. For heat-sensitive instruments, the alternative sterilization 
gaseous reagents, the most common being ethylene oxide (EtO). But EtO is a very toxic 
gas that requires great caution in its handling and use. In the presence of residual water, 
EtO is transformed in ethylene glycol, which is an inefficient biocidal. EtO also reacts 
with the chlorine atoms of PVC materials to produce chloroethanol, another toxic gas 
for which the sterilized devices must be ventilated after sterilization, sometimes for as 
long as 24 hours.
During the last 15 years, different gas discharges operating at pressures ranging from 
low pressure (≈0.1 Torr)1 to atmospheric pressure2 have been studied to develop a plasma 
sterilizer that will treat instruments either inside the discharge (i.e., direct treatment) or 
submitted to the discharge effluents (i.e., remote treatment) in the afterglow region.
Due to the presence of large concentrations of energetic (electrons, ions) and reac-
tive species (radicals, atoms, excited states able to emit UV radiation), direct treat-
ments generally produce the rapid death of the exposed microorganisms and achieve a 
sterile state (i.e., a 6 log reduction of the initial bacterial concentration) in some tens 
of seconds.3,4
Remote treatments require longer times to reach the same sterile state, but they 
provide the advantage of an homogeneous treatment in large-volume reactors (up to 
many liters), which allows better diffusion of the active species.5,6
In one of our previous works, we showed that the antimicrobial efficiency of a pure 
nitrogen flowing afterglow can be largely improved by an increase of the concentration 
of the nitrogen atoms present in the treatment chamber.7
In pure nitrogen discharges, the electron energy distribution function (EEDF) is 
depleted above 3 eV because of the low mean vibrational excitation of the N2(X) mol-
ecules. This is not the case for argon discharges for which the EEDF extends to higher 
energies, due to the presence of the first excitation threshold at 11.5 eV. Consequently, 
the addition of small percentages of nitrogen to the argon carrier gas may improve the 
nitrogen dissociation through two main channels: (1) direct electron impact dissociation 
in the discharge by more energetic electrons, and (2) collisions between argon meta-
stable molecules and nitrogen molecules in the afterglow.8
In the present paper, Ar–x%N2 (x < 20%) afterglows are characterized, with a par-
ticular focus on N atom production and the application of these afterglows to the eradi-
cation of microorganisms.
The paper is organized in three main parts: section II describes the experimental 
arrangement and the microbiological protocol. Section III concerns the optimization of 
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the atomic nitrogen production in Ar–x%N2 mixtures. Pure N2 and Ar–x%N2-flowing 
afterglows were investigated in this study and are presented in terms of gas tempera-
ture and of absolute concentrations of the chemical species of interest (N atoms, N2(A) 
metastable states, and NO radiative states). Finally, in part IV our evaluation of the 
antimicrobial efficiency of the optimal Ar/N2 mixture is presented and compared with 
that of the pure N2 afterglow.
II. EXPERIMENTAL ARRANGEMENT AND MICROBIOLOGICAL PROTOCOL
A. Reduced-Pressure Flowing Afterglow Setup
In this setup, the gas flow is generated by a continuous injection of nitrogen and argon 
(Linde, 99.995% purity), monitored by Brooks 5850TR mass flow meters, and pumped 
by a primary vacuum rotary vane pump (Edwards E2M28). It is excited by a Sairem 
GMP 03 KE/D microwave generator connected to a surfatron cavity and operating at 
2.45 GHz, with an output power PMW adjustable between 0 and 300 W. The discharge 
is sustained in a quartz tube 5 mm in internal diameter (i.d.), extended by a bent quartz 
tube of 17 mm i.d. and connected to a 4.5-L Pyrex reactor (15 cm i.d. and 25 cm height). 
The bend prevents the UV radiation coming from the discharge to reach the bacteria ex-
posed in the treatment chamber (Fig. 1). The distance d between the surfatron cavity and 
the bent tube can be modified between 5 and 25 cm; the length of the bent quartz tube is 
fixed at 40 cm. During the NO titration, an additional Ar-2%NO injection is used, con-
nected to the 17 mm i.d. tube. The gas pressure is measured in the treatment chamber by 
a MKS Baratron capacitive transducer located on the top of the chamber and is regulated 
with a throttle valve placed downstream.
The spectral emission of the afterglow is collected by an optical fiber that can be 
moved along the injection tubes and along the reactor and proceeds to the entrance slit 
of an Acton Spectra Pro 2500i spectrometer (focal length of 50 cm, mounted with three 
gratings: 1200, 2400, and 3600 gr mm–1), equipped with a Pixis 256E CCD detector 
(front illuminated 1024 × 256 pixels).
B. Microbiological Protocol 
The E. coli strain (CIP: 54.8 T) provided by the International Collection of Pasteur 
was used in this method to facilitate the comparison of these results with our previous 
results, which were obtained in pure nitrogen with the same microbiological protocol.7
Before exposure, a broth containing an average bacteria concentration of 108 ml–1 is 
prepared. A 10-μl droplet of this broth is deposited on a sterile glass sheet, placed in the 
treatment chamber, and slowly desiccated by vacuum exposure (10 min at 0.01 Torr), 
resulting in a bacterial film of 5–10 mm in diameter which is exposed to the afterglow.
After exposure, the glass sheet and the bacterial film containing living and nonliving 
bacteria are immersed in 1 ml of LB broth. Bacteria are then retrieved using a 90-s gentle 
mechanical agitation. A total of 100 μl of the recovery suspension is retrieved, eventu-
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ally diluted, and spread on agar in Petri dishes. The colonies formed from the surviving 
bacteria counted after 24 h of incubation at 37°C. The sterile level is considered to have 
been reached when no colonies are observed and when the recovery suspension shows 
no turbidity after an overnight incubation. Each experiment was repeated three times.
III. AFTERGLOW DIAGNOSTICS
A. Nitrogen Concentration
1. Pure Nitrogen
In the pink afterglow, the population of the N2(B) state responsible for the first positive (1+) 
emission is essentially due to the collisions between vibrationally excited ground-state mol-
ecules with the N2(A) metastable state:
 N2(A) + N2(X, 5 ≤ v ≤ 14) → N2(B, v ) + N2(X, v=0), (1)
FIG. 1: Experimental setup of the reduced pressure flowing microwave afterglow.
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while in the late afterglow, only the N2(B, v =11) state remains substantially populated 
by the three-body recombination of the nitrogen atoms:
 N + N + N2 → N2(B, v  =11) + N2, (2)
producing an apparent intensification of the 1+ emission around 580 nm:
 N2(B, v=11) → N2(A, v =7) + hν (580 nm). (3)
As a consequence, depending on the afterglow operating conditions and at a given dis-
tance from the discharge, only a fraction kL of the intensity measured at 580 nm is due 
to the atomic recombination, and the changes observed in the vibrational intensity dis-
tribution of the 1+ emission (Fig. 2) can then be used to monitor the relative N atom 
concentration during the transport between the discharge and the late afterglow region. 
For gas pressure higher than 1 Torr, the 1+ intensity at 580 nm I580nm is then related to the 
N atom concentration by the following formulas:
  (4)
  (5)
As proposed by Bockel et al.,9,10 the kL coefficient can be obtained by directly comparing the 
measured relative vibrational intensity distributions RB,v  of the v  = 7–12 bands of the Δv = 
–4 sequence of the 1+ system and the theoretical RB,v  distributions calculated for the full pink 
afterglow (kL = 0), for the full late afterglow (kL = 1), or for intermediate cases (0 < kL < 1):
  
(6)
The classical NO titration method can then be used to obtain the normalization constant 
Knorm and the absolute concentrations of the nitrogen atoms.10 The proportionality law 
established in Eq. (5) between the square root of the I580nm emission measured in full 
late afterglow conditions (kL = 1) and the N-atom absolute concentration given by NO 
titration was verified as shown in Fig. 3. The variations of the N-atom concentration 
measured for a N2 flow rate of 1.0 slpm at the center of the treatment reactor for different 
pressures and different injected microwave powers PMW are shown in Fig. 4.
2. Ar–x%N2 mixtures (x < 20%)
In the presence of argon, the relative vibrational intensity distribution of the Δv = –4 
sequence of the 1+ emission is modified, as shown in Fig. 5. For high N2 percentages 
(10% < x < 20%), an increase in the emission of the 10-6 and 9-5 bands of the sequence, 
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compared with the 11-7 band can be observed. For low N2 percentages (x < 5%), the 
emission of the 8-4 band is favored. These modifications can be attributed to the pres-
ence of metastable states of argon (Arm, Em > 11.55 eV) in the afterglow; their energy is 
enough to enhance the production of the N2(C) state by a selective excitation transfer,11
 Arm(3P0, 3P2) + N2(X) → Ar + N2(C), (7)
and this transfer is followed by a radiative de-excitation toward the N2(B) and N2(A) 
states:
 N2(C) → N2(B) + hν (nitrogen second positive system, 2+) (8)
 N2(B) → N2(A) + hν (nitrogen first positive system, 1+). (9)
As long as the dominant process for the population of the N2(B,v  = 11) state remains the 
atomic three-body recombination [reaction (2)], the pure N2 method remains valid to ob-
tain the N-atom concentration in the Ar–x%N2 afterglows at the condition under which 
the kL coefficient from the theoretical vibrational intensity distributions RB,v  calculated 
FIG. 2: Normalized emission spectra of the Δv = –4 sequence of the first positive sys-
tem of N2 measured in pure nitrogen for different afterglow conditions. The kL parameter 
represents the fraction of the first positive intensity at 581 nm due to the three-body 
recombination of the nitrogen atoms through reactions (2) and (3).
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for each mixture. The normalized vibrational intensity distributions of the theoretical 
RB,v are given in Fig. 6a for the pure N2 afterglow and in Fig. 6b for the Ar–15%N2 af-
terglow. For the Ar–N2 mixtures, the full pink afterglow condition (kL = 0) was taken at 
the distance to the surfatron at which the intensity emitted by the first negative emission 
corresponding to the transition at 391.4 nm between the N2
+ (B, v  = 0) and N2
+ (X, v  = 0) 
states of the molecular ion) is maximal. The full late afterglow condition (kL = 1) was 
considered to have been reached when the observed RB,v  relative distribution became 
independent from the distance to the surfatron.
The corresponding variations of the absolute N atom concentration measured at 
the reactor entrance with the pressure and the percentage of nitrogen in the mixture are 
shown in Fig. 7. The N-atom production increases rapidly for percentages of nitrogen 
less than 10% and shows a saturation for higher percentages between 3 and 15 Torr. 
Comparing the atomic concentrations measured in the reactor for pure nitrogen and for 
the Ar–15%N2 mixture (Fig. 8) at constant power and pressure, the N atom density is 
always higher and obtained at a higher pressure in the mixture than in pure nitrogen. 
The increase of the N atom concentration in the two afterglows is 120% at 100 W and 
45% at 200 W. There are also more atoms at 100 W and 9 Torr in the Ar–15%N2 mixture 
than at 200 W and 5 Torr in pure nitrogen. Consequently, we chose to use the Ar-15%N2 
mixture for the microbiological tests analyzed in section IV.
FIG. 3: Variation of the N-atom absolute concentration given by NO titration with the 
square root of the I580nm emission measured for different pressures at the reactor en-
trance in full late afterglow conditions (kL = 1). The proportionality between the two quan-
tities gives the normalization constant of eq. (5).
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Notably, for the typical operating conditions of the afterglows used in this study 
(p ≥ 2 Torr, Qcarrier = 1.0 slpm, PMW ≤ 200 W and x ≤ 20%), full late afterglow condi-
tions were reached for d > 5 cm, corresponding to a total distance of 45 cm between the 
surfatron and the treatment chamber. This distance was used for all the microbiological 
exposures.
B. N2(A) Concentration
Due to its long radiative lifetime (≈ 2 s) and its high potential energy (6.17 eV), the first 
metastable state N2(A) of the nitrogen molecule may have a significant impact on the 
chemistry of nitrogen-containing afterglows and their antimicrobial activity. The methods 
used to measure the N2(A) absolute concentration were generally based either on the emis-
sion of the forbidden Vegard-Kaplan system N2(A3σu
+ → X 1σg
+)  around 300 nm12,13 or on 
absorption techniques.14,15 In the first case, the uncertainty is high due to the low intensity 
of the band emission, having an absolute transition probability of 0.16 s–1 for the most 
intense 0-6 band.16 In the latter case, the reliability of the measurement remains poor for 
metastable densities around 1016 m–3, as expected in the nitrogen afterglow.15,17
 NO + N → O + N2 (10)
 N + O + N2 → NO(B, v =0) + N2 (11)
 NO(B, v   =0) → NO(X, v =8) + hν320nm (12)
FIG. 4: Variation of the N-atom absolute concentration measured in pure N2 in the treat-
ment reactor (QN2 = 1.0 slpm, d = 5 cm).
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and
 NO + N2(A) → NO(A, v =0) + N2 (13)
 NO(A, v=0) → NO(X, v =2) + hν248nm (14)
The intensities emitted by the two bands are related to the concentrations of the emitting 
states according to two formulas:
  (15)
  (16)
where Aγ
0–2 and Aβ
0–8 are the vibrational transition probabilities of the two bands, G(λ)/λ 
is the relative spectral function of the optical system used for the acquisition, and b is a 
geometrical multiplicative constant, independent of wavelength.
FIG. 5: Comparison between the vibrational intensity distribution of the Δv=–4 sequence 
of the first positive system of N2 measured in full late afterglow conditions in pure nitro-
gen and in the Ar–15% N2 mixture (Qcarrier  = 1.0 slpm, p = 5 Torr, PMW  = 100 W).
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FIG. 6: Normalized vibrational intensity distributions RB,v calculated for (a) pure nitrogen 
(taken from [9]) and (b) the Ar–15%N2 mixture (this work). RB,v E corresponds to a full 
early afterglow distribution and RB,v L corresponds to a full late afterglow distribution.
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Using the quasi-stationary approximation and the main kinetic mechanisms for the 
creation and the destruction of the emitting states given in Table 1 with their correspond-
ing rate coefficients Ai and ki, it follows that
  (17)
 
. (18)
The intensity ratio between the two bands is then equal to
  (19)
with
  (20)
  
(21)
FIG. 7: Variation of the N-atom absolute concentrations measured at the reactor en-
trance with the N2 percentage of the Ar–N2 mixture. (QAr = 1.0 slpm, PMW = 100 W, d = 5 
cm).
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FIG. 8: Comparison between the N-atom absolute concentrations measured in the treat-
ment reactor in pure N2 and in the Ar–15%N2 mixture. (Qcarrier = 1.0 slpm, d = 5 cm).
TABLE 1.  Main creation and loss mechanisms involved in the chemistry of the 
NO(A,v  = 0) and NO(B,v  = 0) radiative states. The given rate coefficients are taken 
from Pointu et al.18
Observed emissions Creation mechanisms Loss mechanisms
NO + N2(A) → NO(A, v =0) NO(A, v =0) + N2 → products
NO(A,v =0)
+ N2 k2 =4.910–14 cm3s–1
→ NO(X,v =2) + h Δ248nm
k1 =6.610–11 cm3s–1 NO(A, v =0) → NO(X) + hν
Aγ
0–8 = 1.124106 s–1
A1 =4.9106 s–1
N + O + N2 → NO(B, v =0) NO(B, v =0) + N2 → products
NO(B,v =0)
+ N2 k4 =6.110–13 cm3s–1
→ NO(X,v =8) + h Δ320nm
k3 =2.910–34 cm6s–1 NO(B, v =0) → NO(X) + hν
Aβ
0–8 = 8.513104 s–1
A2 =4.7105 s–1
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As the main reaction channels for the O and NO species follow reaction (10), with 
a rate coefficient k10 = 1.82 10–11 cm3 s–1 [20], the three-body recombination reaction is
 N + O + N2 → NO + N2, with k22 = 1.02 10–32 cm6 s–1 [20]. (22)
The [NO]/[O] ratio can be approximated to (k22 [N2])/k10), and the [N2(A)] absolute 
concentration can  be directly deduced from the measurement of the intensity ratio I246nm/
I320nm and from the previously determined absolute N atom concentration (see section 
III.A. Nitrogen Concentration):
  (23)
The N2(A) absolute concentrations measured using this method in the pure nitrogen 
afterglow at different distances from the surfatron are presented in Fig. 9. With these 
afterglow operating parameters, the measurement points correspond to an afterglow 
time between 7 and 18 ms, located in the transition zone between the end of the pink 
afterglow (where the metastable concentration is supposed to present a maximum) and 
the beginning of the late afterglow. The measured values are in good agreement with the 
concentrations measured by Sadeghi et al. using an intracavity laser absorption spectros-
copy method15 and with the values calculated by Levaton et al.17 It was not possible to 
measure the N2(A) concentration closer to the treatment reactor because of the weakness 
of the NOγ and NOβ emissions, but it is reasonable to think that it is low (less than 
FIG. 9: Absolute concentration of the N2(A) metastable measured in the pure nitrogen 
afterglow. (QN2 = 0.5 slpm, PMW = 100 W).
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1015 m–3, compared with the N atom concentration of 1021 m–3). In such conditions, the 
N2(A) metastable state is not expected to play a major role in the death of microorgan-
isms in the late nitrogen afterglow.
To our knowledge, the rate coefficients for the specific excitation and de-excitation 
of the radiative states NO(A, v  = 0) and NO(B, v  = 0) in the presence of argon are not 
available in the literature, and the corresponding Q1 and Q2 constants cannot be calcu-
lated in the Ar-N2 mixtures. Nevertheless, the presence of the metastable states of Ar in 
the Ar-N2 afterglows is expected to produce higher N2(A) concentrations than in pure N2 
through reaction (7) and the radiative cascades in reactions (8) and (9).
C. UV Emission
In the UV-C range (200–290 nm), the highest biocidal efficiency of most of the microor-
ganisms is between 254 and 260 nm, corresponding with the maximum absorption of the 
DNA.21,22 In N2–O2 afterglows at reduced pressure, this wavelength range is covered by 
the emission of the NOβ system (200–380 nm), in which production can be optimized 
(essentially through reaction (11)) to achieve sterilization in combination with chemical 
erosion by N and O atoms and heating. In flowing late afterglows, the maximum of the 
UV production is obtained for mixtures containing approximately 0.3% oxygen.10,23
In the pure nitrogen and Ar–N2 afterglows studied here, oxygen was present as an 
impurity, and its concentration did not exceed 0.005%. With our exposure conditions 
(p < 10 Torr, d > 5 cm, PMW ≤ 200 W), the NO β system can be observed in the treatment 
chamber, with a very low intensity, hardly distinguishable from the background signal 
of the acquisition system. As a consequence, we do not believe that UV irradiation plays 
a major role in the sterilization process.
D. Gas Temperature
The gas temperature Tg of the afterglows at the entrance of the reactor (d = 15 cm) was 
estimated using optical emission spectroscopy through the relative variation of the emis-
sion of two sub-substructures of the 2-0 band of the 1+ system of N2 around 775 nm. 
This method, described in detail by Britun et al.,24 gives access to the rotational tempera-
ture, assumed here to be equal to Tg and also valid in pure nitrogen than in the Ar-N2 
mixtures. This method provides the advantage of very good sensitivity at low tempera-
tures (Tg < 400 K), as the intensity ratio strongly varies in this temperature range.
The temperatures of the afterglows studied in this work are listed in Table 2. For the 
two gases, the temperature is equal to the room temperature for an injected microwave 
power of 100 W and increases by 5–10°C when PMW reaches 200 W.
IV. STERILIZATION RESULTS 
With a pure nitrogen afterglow, Villeger et al. showed that it was possible to obtain a 2.5-
log decrease of the initial E. coli population at room temperature (Fig. 10).7 This result 
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was obtained in 40 min of exposure with the same experimental setup used in the present 
work and the same microbiological protocol. The injected microwave power was set to 
100 W, with a nitrogen flow rate of 1.0 slpm and an operating pressure fixed at 4 Torr to 
maximize the nitrogen atom concentration ([N] = 1.0 × 1021 m–3) in the treatment chamber 
(Fig. 4). The survival curve obtained clearly shows two slopes. Cell death occurred rapidly 
during the first 10 minutes of exposure, with a D value (exposure time required to decrease 
a given population of bacteria by a factor of 10) close to 4.5 min. After the first 10 min of 
exposure, the antimicrobial efficiency decreased rapidly, with a D value of 109 min.
With the Ar–15%N2 mixture, for the same injected microwave power of 100 W, the 
optimal N-atom concentration was [N] = 2.2 × 1021 m–3 at 9 Torr.  A unique slope for the 
survival curve (with a D value of 9.5 min) resulted, with a 4 log decrease of the initial 
bacteria population, always within 40 min of exposure. When PMW has increased to 
TABLE 2.  Gas temperatures of the afterglows measured using the P1/P2 spec-
tral peaks ratio method presented in Britun et al. (Qcarrier = 1.0 slpm, p = 5-10 Torr, 
d = 15 cm).
PMW = 100W PMW = 200W
Pure N2 23°C 30°C
Ar - 15% N2 mixture 25°C 32°C
FIG. 10: Survival curves obtained for E. coli exposed to different late afterglows in the 
treatment chamber at temperatures close to the room temperature. (d = 5 cm, Qcarrier = 
1.0 slpm). Linear least-square fits are given, with the corresponding D values.
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200 W, the N atom concentration increased to 2.9 × 1021 m–3 and the sterile level (–6 log) 
was reached after 40 min exposure. Again, the survival curve has a unique slope, with a 
D value of 6.5 min.
Considering these results, the N atom concentration appears to be the key parameter 
controlling the biocidal efficiency of the Ar–N2 afterglow, as previously reported by 
Villeger et al.7 for the pure N2 afterglow. 
The synergy between the chemical action of the active species of the afterglows and the 
treatment temperature has already been demonstrated in N2–O2 mixtures.6,23 With the pure 
nitrogen afterglow, it is also necessary to increase the treatment temperature up to 60°C to 
reach the sterile level in 40 min (Fig. 11). With the Ar–15%N2 afterglow, the same biocidal 
level can be obtained at a temperature much closer to room temperature (T = 32°C). Notably, 
the survival curves obtained with the pure N2 afterglow at 60°C and with the Ar–15%N2 
afterglow at 32°C are very similar (unique slope and similar D values), which seems to 
indicate that the increase of the N atom concentration “compensated” for the heating effect.
V. CONCLUSION
In pure nitrogen, it was previously found that it was necessary to add heating to 60°C to 
the late afterglow exposure to obtain the sterile state in 40 min in the presence of E. coli 
bacteria. Here, the afterglows of Ar–N2 mixtures were studied to improve the production 
of nitrogen atoms. The Ar–15%N2 mixture produced an increase in N atoms by a factor 
FIG. 11: Effect of temperature on the survival curves of E. coli exposed to the pure N2 
late afterglows and comparison with the Ar–15%N2 afterglow exposure. (d = 5 cm, Qcarrier 
= 1.0 slpm). Linear least-square fits are given, with the corresponding D values.
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of two, without substantially modifying the late afterglow conditions or the production 
of other potentially active species, such as the NO(B) state, responsible for the main UV 
emission of the afterglow, or the N2(A) metastable state.
The increase in N concentration made it possible to obtain the sterile level at a tem-
perature of 32°C with the Ar–15%N2 mixture; therefore, nitrogen is the principal chemical 
species involved in the death of bacteria. In O2 containing late afterglows, cell death is sup-
posed to be the consequence of membrane etching by the O atoms and of damage caused 
to the DNA by UV radiation. As the etching power of the N atoms is low compared with 
that of the O atoms and the UV production is low in N2 and Ar–N2 late afterglows, future 
work must further investigate the biocidal mechanisms of these afterglows.
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C.1 SPECTRE BACTÉRIEN
Afin de déterminer si la nature de l’interaction mise en évidence entre les atomes d’azote de la
post-décharge et la bactérie E. coli était extrapolable à d’autres types de micro-organismes, nous
avons sélectionné des germes de structure membranaire différente d’E. coli : Staphylococcus aureus
(S. aureus) une bactérie Gram positif et Candida albicans (C. albicans) une levure. Leurs caracté-
ristiques microbiologiques sont reportées dans le tableau C.1 :
Structure Durée et température Condition de Milieu de
d’incubation culture culture
Staphylococcus Gram 18 heures à 37 ◦C Aérobie CHAPMAN
aureus (riche en NaCl)
Candida Levure 18 heures à 37 ◦C Aérobie Bacto Yeast extract
albicans (Difco)
TABLE C.1 – Conditions d’incubation de S. aureus et C. albicans [7].
A) Conditions expérimentales testées
S. aureus et C. albicans ont été soumises à la post-décharge d’azote durant 40 min. Le proto-
cole d’exposition, de récupération et d’étalement reste reste identique à celui utilisé pour E.
coli. Les conditions plasma sont : puissance micro-onde de 200 W et température ambiante,
débit d’azote 1.0 Nl min, pression 5 Torr et la distance totale entre le surfatron et l’entrée la
chambre de traitement est fixée à D+ d
′
= 45 cm.
B) Résultats
Les taux d’inactivation obtenus après 40 min d’exposition à la post-décharge d’azote pour
S. aureus et C. albicans sont plus faibles que ceux obtenus pour E. coli (−2.7 log pour S.
aureus et −2.6 log pour C. albicans en comparaison des −6 log pour E. coli). Ils témoignent
néanmoins d’une forte interaction avec les atomes d’azote produits par la post-décharge.
C) Analyse et discussion
La structure membranaire de S. aureus et de C. albicans est plus épaisse que celle d’E. coli.
Si l’on admet que le mécanisme d’inactivation par la post-décharge d’azote est la gravure
chimique par les atomes N, il est normal qu’à durée d’exposition égale, leur taux d’inactivation
soit plus faible.
C.2. Observation MEB de S. aureus et C. albicans avant et après exposition post-décharge 131
FIGURE C.1 – Comparaison entre les taux d’inactivation obtenus après 40 min d’exposition à la post-
décharge d’azote pour E. coli, S. aureus et C. albicans (QN2 = 1.0 Nl/min, PMW = 200 W, p = 5 Torr,
T ∼ 30 ◦C et D+ d ′ = 45 cm).
C.2 OBSERVATION MEB DE S. aureus ET C. albicans AVANT ET APRÈS EXPO-
SITION POST-DÉCHARGE
La Table C.2 présente les images MEB de S. aureus et C. albicans avant et après 40 min d’exposi-
tion à la post-décharge d’azote. Pour C. albicans, on retrouve les mêmes perforations membranaires
que celles observées sur E. coli. Pour S. aureus, celles-ci sont plus difficiles à observer mais on re-
marque une altération de la forme sphérique initiale qui pourrait être la traduction de la modification
de la cohésion membranaire.
S. aureus (1 µm) C. albicans (2 µm)
BP
TV
Suite à la page suivante
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TABLE C.2 – Suite de la page précédente
2 µm 1 µm
40
′
TABLE C.2 – Micrographies MEB obtenue pour S. aureus et C. albicans, avant et après une exposition à
40 min de post-décharge d’azote (QN2 = 1.0 Nl/min, PMW = 200 W, p = 5 Torr, T ∼ 30 ◦C et D+ d
′
=
45 cm).
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Titre Mécanismes d’interaction entre les décharges à base d’azote et la matière vivante
Résumé Les décharges électriques (plasmas) sont capables de produire simultanément de grandes
concentrations d’espèces chargées (électrons, ions), d’espèces neutres réactives (atomes, états mé-
tastables) et des états radiatifs émetteurs de rayonnement dans une large gamme spectrale allant
de l’UV à l’infra-rouge. Certaines de ces décharges sont susceptibles de fonctionner à une tempé-
rature proche de la température ambiante, ce qui leur confère un fort potentiel d’interaction avec
la matière vivante. La plupart des travaux actuels dans ce domaine sont focalisés sur les effets in-
duits sur le vivant par les ROS (reactive oxygen species) mais une récente étude a établi que les
atomes d’azote produits par une post-décharge en flux d’azote pur fonctionnant à pression réduite
(1− 20 Torr, 1 Torr = 133.3 Pa) étaient vraisemblablement l’agent principal de l’interaction avec
le vivant. L’objectif de la présente thèse est de poursuivre ce travail initial en cherchant à confirmer
cette hypothèse et en améliorant la compréhension générale des phénomènes physico-biochimiques
mis en jeu au cours de l’interaction plasma à base d’azote / matière vivante. Pour ce faire, deux types
de décharges ont été utilisés : l’une est une post-décharge en flux micro-onde fonctionnant à pression
réduite dans l’azote pur ou dans un mélange Argon/Azote, l’autre est un jet de décharge couronne
(corona) opérant dans l’air ambiant ou sous atmosphère contrôlée d’azote à pression atmosphérique.
La première partie de l’étude est consacrée à la caractérisation physique des deux décharges par
spectroscope d’émission : détermination de leur température, identification des espèces chimiques
produites. Dans le cas des post-décharges à base d’azote, il a été possible de quantifier la concen-
tration en atomes d’azote et de maximiser leur production en fonction des paramètres opératoires.
Dans la deuxième partie de l’étude, l’interaction entre les espèces plasma et le vivant est quantifiée
à travers la réduction logarithmique d’une population initiale de bactéries Gram - (Escherichia coli,
E. coli) en fonction de la durée d’exposition aux décharges. Cette réduction est mise en corrélation
avec des modifications morphologiques observées par microscopie électronique à balayage (MEB)
sur les bactéries traitées et par analyse de la viabilité cellulaire obtenue via les tests MTT et DAPI.
En parallèle, la capacité des deux décharges à éliminer ou à dénaturer le lipide A, sous composant
pyrogène et hydrophobe d’une endotoxine (Lipopolysaccharide ou LPS) présente dans la membrane
de la plupart des bactéries Gram - est établie. Au vu de ces différents éléments, un scénario de l’in-
activation bactérienne par les atomes d’azote contenus dans les post-décharges à base d’azote est
proposé.
Mots-clés Post-décharge, Décharge couronne, Atomes d’azote, Décontamination, Escherichia
coli, Lipide A
Title Mechanisms of interaction between nitrogen based plasma discharges and living matter
Abstract Electrical discharges (plasmas) are able to simultaneously produce large concentrations
of charged species (electrons, ions), of neutral reactive species (atoms, metastable states) and of
radiative states emitting radiation from infrared to ultraviolet. Some of them can operate at a tem-
perature close to the room temperature, which confer them a strong interaction potential with the
living matter. Most of the existing works in this field focus on the effects induced by the ROS (reac-
tive oxygen species) but a study recently established that the nitrogen atoms produced in a pure
nitrogen flowing late afterglow operating at reduced pressure (1−20 Torr, 1 Torr = 133.3 Pa) were
probably the main agent of the interaction with the living. The goal of the present thesis is to pursue
this initial work by seeking to confirm this hypothesis and by improving the general comprehension
of the physical and bio-chemical processes involved in the interaction between nitrogen plasmas and
living matter. To do such, two types of discharges were used : one is a flowing microwave afterglow
operating at reduced pressure in pure nitrogen or in mixtures of argon and nitrogen, the other is a
corona discharge jet working at atmospheric pressure in ambient air or in a controlled nitrogen at-
mosphere. The first part of the study is devoted to the physical characterization of both discharges by
emission spectroscopy : temperature determination, identification of the produced chemical species.
For the nitrogen-based afterglows, it was possible to quantify the nitrogen atoms absolute concen-
tration and to maximize their production through the operating parameters. In the second part of the
study, the interaction between plasma species and living matter is quantified by the use of the loga-
rithmic reduction of an initial Gram - bacteria population (Escherichia coli, E. coli) vs. the discharge
exposure time. This reduction is correlated with morphologic changes observed by scanning elec-
tron microscopy (SEM) on treated bacteria and by an analysis of the cell viability obtained via MTT
tests and DAPI. In parallel, the ability of the two discharges to remove or alter lipid A, a pyrogenic
hydrophobic sub-component of an endotoxin (Lipopolysaccharide or LPS) present in the membrane
of most of the Gram - bacteria is established. Considering these elements, a scenario of bacterial
inactivation by the nitrogen atoms of the late nitrogen afterglow is proposed.
Keywords Afterglow discharge, Corona discharge, Nitrogen, Decontamination, Escherichia coli,
Lipid A
